
 

 

                    

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

Maestría y Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 

 

EFECTO DE LA CRONOTERAPIA CON NAD+ SOBRE LA TRANSCRIPCIÓN CÍCLICA DE 

GENES EN EL NÚCLEO SUPRAQUIASMÁTICO DE RATONES OBESOS. 

 

 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:   

Maestro en Ciencias 

 

PRESENTA:  

Roberto Enrique López Valiente 

 

 

TUTOR PRINCIPAL 

Dra. Lorena Aguilar Arnal 

Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM 

 

MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR 

Dra. Aliesha Araceli González Arenas  

Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM   

 

 Dra. Selma Eréndira Avendaño Vázquez  

Instituto Nacional de Medicina Genómica-UNAM 

 

Ciudad de México, octubre, 2023 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



1 

AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES 

 

Este proyecto fue realizado a través del Programa de Doctorado y Maestría en Ciencias 

Bioquímicas en el Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (UNAM). Se extiende un profundo agradecimiento a todas las personas 

que permitieron que se llevara a cabo. Particularmente, se extiende un agradecimiento a la M. 

en C. Norma Trejo Medina por su apoyo durante el trámite de documentos migratorios.  

 

Durante la realización de estudios de maestría, se otorgó la beca para manutención #1148328 

por parte del Consejo Nacional de Humanidades Ciencias y Tecnologías (CONAHCYT). Este 

trabajo fue realizado con el apoyo y financiamiento del proyecto no. FORDECYT –

PRONACES/15758/2020 de CONAHCYT, y el Programa de Apoyo a Proyectos de 

Investigación e Innovación Tecnológica (PAPIIT-DGAPA de la UNAM, número IN208022, 

otorgados a la Dra. Lorena Aguilar Arnal. 

 

Los experimentos con modelos animales fueron realizados en la Unidad de Modelos Biológicos 

del IIB. Se agradece la labor de cada una de las personas cuyo trabajo permite el 

funcionamiento de la Unidad. Particularmente, se extiende un agradecimiento al Dr. Daniel 

Garzón Cortés, jefe de la unidad, a la MVZ Ruby Zabala Gaytán, médico veterinaria de la unidad 

y al MVZ Filipo César Paczka García, coordinador de experimentación. 

 

También, se agradece a los técnicos académicos M.C. Marcia Bustamante Zepeda y M.C. 

Jesús Ramírez Santos, del Instituto de Investigaciones Biomédicas-UNAM, por su disposición 

de tiempo en el apoyo técnico para la realización de los experimentos.  

 

Por último, nada de esto hubiera sido posible sin la guía y retroalimentación de mi comité tutor: 

Dra. Lorena Aguilar Arnal, Dra. Aliesha Araceli Gonzáles Arenas y la Dra. Selma Eréndira 

Avendaño Vásquez. Particularmente, agradezco a la Dra. Lorena Aguilar Arnal por haberme 

recibido con brazos abiertos en su laboratorio y cuyo ingenio permiten que la investigación 

científica sea un proceso verdaderamente creativo.   

 



2 

ÍNDICE DE CONTENIDO 

 

RESUMEN ________________________________________________________________________________________________ 9 

ABSTRACT ______________________________________________________________________________________________ 10 

1. INTRODUCCIÓN ____________________________________________________________________________________ 11 

1.1 Ritmos Circadianos __________________________________________________________________________________________ 11 

1.1.1 Características de los ritmos circadianos ___________________________________________________________________ 13 
1.1.2 Parámetros de los ritmos circadianos _______________________________________________________________________ 17 
1.1.3 Experimentos en oscuridad completa (DD) _________________________________________________________________ 21 
1.1.4 Zeitgebers: Sincronizadores de tiempo. _____________________________________________________________________ 21 
1.1.5 Los núcleos hipotalámicos ____________________________________________________________________________________ 27 

1.2 Mecanismos moleculares del reloj circadiano __________________________________________________________ 32 

1.3 Disfunción del metabolismo en respuesta a dieta hipercalórica ____________________________________ 34 

1.3.1 Resistencia a la Insulina _______________________________________________________________________________________ 35 
1.3.2 Diabetes tipo 2 __________________________________________________________________________________________________ 35 

1.4 El metabolismo y los ritmos circadianos_________________________________________________________________ 36 

1.5 Beneficios del dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+) para prevenir enfermedades 

relacionadas al síndrome metabólico. ________________________________________________________________________ 37 

1.5.1 NAD+ ______________________________________________________________________________________________________________ 38 
1.5.2 El rol de NAD+ en el metabolismo energético. ______________________________________________________________ 39 
1.5.3 El rol de NAD+ en la expresión de genes y reparación del DNA. __________________________________________ 40 
1.5.4 El NAD+ y los ritmos circadianos _____________________________________________________________________________ 40 
1.5.6 Los niveles de ENAMPT circulante en la sangre y su influencia en los ritmos circadianos ___________ 41 
1.5.7 El ejercicio y su influencia en los niveles de NAD+ _________________________________________________________ 41 
1.5.8 Beneficios de la suplementación con NAD+ _________________________________________________________________ 42 

2. ANTECEDENTES DIRECTOS ______________________________________________________________________ 44 

2.1 La cronoterapia con NAD+ revierte el fenotipo de obesidad inducida por la dieta. ______________ 44 

2.2 El tratamiento con NAD+ produce una reorganización transcripcional extensa. _________________ 45 

2.3 La efectividad del NAD+ como tratamiento para la disfunción metabólica inducia por la dieta 

varía según el momento del día de su administración. ____________________________________________________ 45 

2.4 El tratamiento crono terapéutico del NAD+ reorganiza el reloj hepático __________________________ 46 

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

NAD+. ________________________________________________________________________________________________________________ 47 

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ___________________________________________________________ 48 

4. JUSTIFICACIÓN ___________________________________________________________________________________ 49 

5. HIPÓTESIS ___________________________________________________________________________________________ 50 



3 

6. OBJETIVO ____________________________________________________________________________________________ 51 

6.1 Objetivos particulares _______________________________________________________________________________________ 51 

7. METODOLOGÍA _____________________________________________________________________________________ 52 

7.1 Diagrama experimental _____________________________________________________________________________________ 52 

7.2 Cortes Histológicos en Criostato ___________________________________________________________________________ 52 

7.3 Estudio histológico con la tinción de Nissl. ______________________________________________________________ 53 

7.4 Disección de núcleos hipotalámicos ______________________________________________________________________ 53 

7.5 Extracción de RNA a partir de los tejidos de los núcleos hipotalámicos ___________________________ 56 

7.6 Síntesis de cDNA ______________________________________________________________________________________________ 56 

7.7 Cuantificación de transcritos por qPCR. _________________________________________________________________ 56 

7.8 Estudios de comportamiento circadiana ________________________________________________________________ 57 

7.8.1 Ratones y dietas ____________________________________________________________________________________________ 57 

7.8.2 Tratamiento con NAD+ _________________________________________________________________________________________ 58 
7.8.3 Determinación de perfiles de actividad motriz y conducta alimentaria ________________________________ 59 
7.8.4 Análisis de poder _______________________________________________________________________________________________ 59 

8. RESULTADOS _______________________________________________________________________________________ 61 

8.1 La tinción de cortes de 30 μM de grosor permite la identificación de núcleos hipotalámicos. 61 

8.2 Estandarización del protocolo para qPCR._______________________________________________________________ 61 

8.3 La expresión de los genes Six6 y Vip es mayor en el SCN en comparación a los núcleos ARC y 

VMH. _________________________________________________________________________________________________________________ 62 

8.4 La expresión de los genes Pomc y Agrp es mayor en el ARC en comparación a los núcleos SCN y 

VMH. _________________________________________________________________________________________________________________ 63 

8.5 La expresión de los genes Sf1 es mayor en el VMH en comparación a los núcleos SCN y ARC. _ 64 

8.6 El tratamiento de NAD+ determina la fase en la que se transcriben los genes principales del 

reloj circadiano. ___________________________________________________________________________________________________ 65 

8.7 El NAD+ cambia la fase de expresión de los genes péptido intestinal vasoactivo (Vip) y su 

receptor (Vipr2). __________________________________________________________________________________________________ 68 

8.8 El NAD+ promueve un cambio de fase de los genes proquineticina 2 y su receptor. _____________ 69 

8.9 El NAD+ promueve un cambio de fase para el gen Rasd1. _____________________________________________ 70 

8.10 El NAD+ no cambió de manera significativa los patrones de expresión del gen zinc finger 

homeobox 3. _______________________________________________________________________________________________________ 72 

8.11 La administración del NAD+ protege de la ganancia de peso en condiciones de oscuridad 

constante ___________________________________________________________________________________________________________ 73 

8.12 La administración del NAD+ no cambia el consumo de alimentos. ________________________________ 75 



4 

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

NAD+ al CT11. ______________________________________________________________________________________________________ 76 

8.14 El tratamiento con NAD+ resulta en un cambio significativo del período y de la amplitud del 

ciclo de actividad. _________________________________________________________________________________________________ 82 

 83 

8.15 El tratamiento con NAD+ disminuye la actividad motora ___________________________________________ 84 

9. DISCUSION __________________________________________________________________________________________ 85 

10. CONCLUSOINES ___________________________________________________________________________________ 94 

10. BIBLIOGRAFÍA ____________________________________________________________________________________ 95 

11. ANEXOS___________________________________________________________________________________________ 108 

 



5 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

Agrp  Neuropeptido relacionado a aguti 

ARC Núcleo Arqueado 

ATP  Adenosín trifosfato 

AVP Arginina vasopresina 

BMAL1 Cerebro y músculo ARNT-Like 1 

CCGs Genes controlados por el reloj 

CD Dieta Control 

CLOCK Ciclos de Salida Locomotora Circadiana Kaput 

CRY1/2 Cryptochrome1/2 

CRY1/2 Regulador circadiano de cryptocromo  

CT Tiempo circadiano 

DD Oscuro-Oscuro 

DNA Ácido desoxiribonucleíco 

DM Diabetes Mellitus 

GRP Péptido Liberador de Gastrina 

HF Dieta alta en grasas 

HFN Dieta alta en grasas con tratamiento de NAD+  al ZT11 

HFN11 Dieta alta en grasas con tratamiento de NAD+  al ZT11 

HFN23 Dieta alta en grasas con tratamiento de NAD+  al ZT23 

IGL Intergeniculate leaflet 

LL Condiciones de luz constante (Light-Light) 

NAD+  Nicotinamida Adenina Dinucleótido (forma oxidada) 



6 

NADH Nicotinamida Adenina Dinucleótido (forma reducida) 

NAMPT Nicotinamida fosforibosil transferasa 

NMN  Mononucleótido de Nicotinamida 

NR Nicotinamida Ribósido 

Nr1d1 Receptor nuclear subfamilia 1 grupo D miembro 1 

PER1 Regulador circadiano del período 1 

PER1/2/3 Periodo 1/2/3 

PER2 Regulador circadiano del período 2 

PRC Curva de respuesta de fase 

Prok2 Prokineticin 2 

RFX4 Factor regulatorio X4 

SCN Núcleo Supraquiasmático 

SF1 Factor esteriodogénico 1 

Six6 Seis Homeobox 6 

SMet Síndrome Metabólico 

T2D Type 2 Diabetes (Diabetes tipo 2) 

VIP Péptido Intestinal Vasoactivo 

VIPAC2 Receptor de VIP  

VMH Núcleo Ventromedial 

ZFHX3 Homeobox de Dedo de Zinc 3 

ZT Tiempo del sincronizador 

 

 

 

 



7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

TABLA DE FIGURAS 
 

Figura 1. Reloj de 24 horas que ilustra los ciclos circadianos en humanos. ............................... 12 

Figura 2. Actograma hipotético en condiciones que conducen a la sincronización circadiana y 

ritmo en libre curso.. ..................................................................................................................... 15 

Figura 3. Estructura del SCN en ratones. .................................................................................... 28 

Figura 4. El mecanismo molecular de los ritmos circadianos.. .................................................... 34 

Figura 5. Estructura del NAD+ ...................................................................................................... 38 

Figura 6. Papel del NAD+ en el metabolismo energético. ............................................................ 39 

Figura 7. La acumulación de proteínas que controlan el reloj circadiano se encuentra de manera 

invertida en el tratamiento de NAD+ al ZT23.. .............................................................................. 46 

Figura 8. Tinción de Nissl donde se observa el SCN. ................................................................. 54 

Figura 9. Tinción de Nissl donde se observan a los núcleos ARC y VMH. ................................. 55 

Figura 10. Diagrama para experimento de comportamiento de ratones con tratamiento de NAD+ 

al CT11 y CT23 en condiciones LD y DD. ................................................................................... 58 

Figura 11. Expresión de los genes Vip y Six6 en el SCN, el ARC y el VMH del hipotálamo en 

ratones bajo dieta normal (n=5). .................................................................................................. 63 

Figura 12. Expresión de los genes Agrp y Six6 en el SCN, el ARC y el VMH del hipotálamo en 

ratones bajo dieta normal (n=5).. ................................................................................................. 64 

Figura 13. Expresión del gen de Sf1 en el SCN, el ARC y el VMH del hipotálamo en ratones bajo 

dieta normal (n=5).. ....................................................................................................................... 65 

Figura 14 RT-qPCR de los genes del reloj y genes controlados por el reloj en el SCN.. ........... 67 

Figura 15 RT-qPCR de los genes de Vip y Vipr2.. ...................................................................... 68 

Figura 16 RT-qPCR de los genes de Prok2 y Prokr2. ................................................................. 70 

Figura 17 RT-qPCR del gen Rasd1. . .......................................................................................... 71 

Figura 18. RT-qPCR del gen de Zhfx3. ........................................................................................ 73 

Figura 19. Efecto del tratamiento con NAD+ a los CT11 y CT23 en el peso corporal de ratones 

con dieta hipercalórica.. ................................................................................................................ 74 

Figura 20. Efecto de la cronoterapia con NAD+ en la ingesta de alimento de ratones con dieta 

hipercalórica.. ................................................................................................................................ 76 

Figura 21. Actogramas de monitoreo de actividad individual a través de interrupciones de 

fotobeam a cada 6 minutos para el grupo de ratones HF. . ........................................................ 78 

Figura 22 Actogramas de monitoreo de actividad individual a través de interrupciones de 

fotobeam cada 6 minutos en el grupo de ratones HFN11. .......................................................... 79 

Figura 23 Actogramas de monitoreo de actividad individual a través de interrupciones de 

fotobeam cada 6 minutos para el grupo de ratones HFN23. ....................................................... 80 

Figura 24. Cuantificación de la actividad motriz por hora de los grupos HF, HFN11, y HFN23. 81 

Figura 25 Cuantificación de la actividad motriz cada 30 minutos de los grupos HF, HFN11, y 

HFN23.. ......................................................................................................................................... 82 

Figura 26 Análisis de los períodos a partir de los datos de movimiento. .................................... 83 

Figura 27 Evaluación de la amplitud y robustez de los ritmos circadianos en los grupos HF, 

HFN11 y HFN23 bajo diferentes condiciones de luz y tratamiento. ............................................ 84 

Figura 28. Cuantificación de movimiento de ratones. .................................................................. 84 



9 

 

RESUMEN 

Los ritmos circadianos, que son patrones fisiológicos y moleculares que se repiten cada 

24 horas, son esenciales para la función biológica de la mayoría de los organismos. Estos 

ritmos, regulados por señales ambientales como la luz solar, se caracterizan por el 

período, la amplitud y la fase. El núcleo supraquiasmático (SCN) en el hipotálamo actúa 

como el reloj maestro, coordinando estos ritmos en el cuerpo y alineando la información 

fótica externa con el reloj interno. Sin embargo, factores como la alimentación 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 descubrió que la 

cronoterapia con NAD+ puede combatir el síndrome metabólico, y su eficacia varía según 

el momento del día en el que se administra. Esta terapia también puede modificar la fase 

de expresión de genes relacionados con el reloj biológico en el hígado. Este estudio se 

centró en analizar los efectos del NAD+ en el SCN. Utilizando RT-qPCR, se observaron 

inversiones en la fase de expresión de genes del reloj y de genes reguladores circadianos 

en el SCN. Además, los análisis 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 

sincronización del reloj circadiano, aunque se requiere investigación 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-

qPCR, 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. INTRODUCCIÓN 

1.1 Ritmos Circadianos 

El término “circadiano”, derivado del latín “circa”, se traduce como “aproximadamente un 

día” y hace referencia a los patrones fisiológicos, moleculares, y de comportamiento que 

se repiten aproximadamente cada 24 horas. La mayoría de las funciones biológicas están 

reguladas con patrones rítmicos, tales como el sueño, la presión sanguínea, la 

temperatura, concentraciones hormonales, etc., que siguen patrones (Schulz & Steimer, 

2009). Estos “relojes biológicos” se encuentran en casi toda forma de vida, incluyendo 

las bacterias, las plantas, los hongos, y los animales (Hastings et al., 2003). 

Recientemente se encontró 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 física 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 

fisiología para ajustarse a los cambios cíclicos en el ambiente. Esta sincronización 

provee un valor evolutivo extrínseco ya que le permite al organismo adaptarse para 

obtener el máximo provecho a los recursos que tiene disponibles. En segundo lugar, un 

reloj molecular funcional confiere una ventaja evolutiva intrínseca al coordinar los 

cambios internos metabólicos y fisiológicos permitiendo un funcionamiento más eficiente. 

 

En humanos, los ritmos circadianos no solo controlan aspectos fisiológicos como el 

estado de alerta y el sueño, sino también la capacidad cognitiva. Nuestra atención, por 

ejemplo, varía a lo largo del día. Un ritmo circadiano típico 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 físicos y mentales que ocurren en 

humanos a lo largo del día, destacando sus puntos máximos en un reloj de 24 horas. 

Durante el día se observan cambios que activan el cuerpo para estados de alerta y 

movimiento. La coordinación, por ejemplo, está en su punto máximo a las 15:00 horas 

(Campos et al., 2001).  

 

Los ritmos circadianos son sincronizados por zeitgebers, señales ambientales que 

actúan como indicadores de tiempo. La luz solar es el zeitgeber más influyente, ya que 

la información fótica atraviesa la retina y llega hasta el núcleo supraquiasmático (SCN) 

ubicado en el hipotálamo cerebral a través de células ganglionares especializadas en el 

tracto retino hipotalámico (RHT) (Hannibal, 2002). El SCN actúa como el reloj maestro, 

estando en la cima jerárquica de los ritmos circadianos. El SCN se encarga de distribuir 

la señal de luz a los distintos órganos y sus relojes periféricos. 

       

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 día. En los humanos, estos ritmos se manifiestan 
principalmente por el ciclo de sueño-vigilia (sección oscura versus sección en blanco) y 
también se reflejan en nuestra fisiología y comportamiento. (Creado con BioRender.com) 

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

la hora del alimento o, inclusive, señales 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 

estímulos no fóticos a través de la lámina intergeniculada (IGL), en el tálamo (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 endógenos (Breitenbach et al., 2021).  

1.1.1 Características de los ritmos circadianos 

Existen tres criterios principales para que un ritmo biológico se considere circadiano 

(Khan & Tian, 2019): 

 

1. El ritmo debe tener un período endógeno que dure aproximadamente 24 horas y 

que funcione incluso en ausencia de zeitgebers (ritmo en libre curso).  

2. El ritmo es sincronizable. A través del proceso de sincronización, el reloj biológico 

del organismo se sincroniza con señales externas.  

3. El ritmo tiene compensación de temperatura. El organismo es capaz de mantener 

un ritmo robusto en un rango de temperaturas fisiológicas.  

 

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

1.1.1.1 Los ritmos circadianos son endógenos 

Los primeros descubrimientos sobre la naturaleza endógena de los ritmos circadianos se 

dieron en observaciones en plantas. En 1728, Jean-Jacques d’Ortous de Mairan, un 

científico francés, encontró 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 sugirió la idea de que existe un reloj interno que 

está controlando los movimientos de la planta y sirvió de base para investigaciones 

posteriores en otros organismos.  

 

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

1971 que se encontró que los hámsteres mantenían sus ritmos circadianos incluso en 
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oscuridad constante (Boulos & Morin, 1985) . Unos años más tarde, en 1984, se encontró 

el primer gen involucrado en la regulación de los ritmos circadianos, Per (Sangoram et 

al., 1998). Desde entonces se han encontrado más genes que son parte de una compleja 

red de regulación que mantienen la naturaleza endógena de los ritmos circadianos. Hoy 

en día se sabe que es el SCN el encargado de mantener a los ritmos circadianos en 

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

1.1.1.2 Los ritmos circadianos son sincronizables 

La sincronización circadiana es el proceso por el cual los ritmos circadianos se ajustan 

al ambiente, ya sea por estímulos fóticos o estímulos no fóticos (Lall et al., 2012). La 

potencia de los zeitgebers, las señales en el ambiente que indican la hora del día, o 

variaciones genéticas pueden afectar que tan fácil se da la sincronización y alineamiento 

del sistema circadiano. En la Figura 2 se puede observar un actograma (gráfico que 

muestra los patrones de movimiento o actividad de los roedores) hipotético donde la 

sincronización 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 sincronización, 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 están encendidas. Día tras día, si 

los patrones de luz y oscuridad no cambian, los ratones seguirán teniendo los mismos 

patrones de movimiento durante los mismos horarios.  
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Figura 2. Actograma hipotético en condiciones que conducen a la 
sincronización circadiana y ritmo en libre curso. En este experimento 
de 8 días las barras negras denotan el período de actividad de un 
organismo nocturno. Durante los primeros 5 días del experimento, el 
individuo muestra un ritmo circadiano con sincronización 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 indicarían las horas a las que 
el animal monitoreado presentaría mayor actividad locomotora. (Creado 
con BioRender.com) 

 

En un ritmo en libre curso, los ratones pueden despertarse más tarde o más temprano 

cada día según su genética u otras condiciones ambientales, ya que sus ritmos 

endógenos 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 períodos en 

sus ritmos de actividad más cortos que 24 horas mientras que estos mismos ratones con 

obesidad inducida por la dieta tienen períodos que se aproximan más 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 día, los individuos 

despiertan cada vez más temprano debido a que sus ritmos endógenos tienen un período 

inferior a 24 horas. La sincronización de los ritmos circadianos a nivel molecular involucra 

un extenso y entrelazado mecanismo donde actúan genes, señales ambientales y 

hormonas. Además de las proteínas reguladoras del reloj molecular (CLOCK, BMAL1, 
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CRY1,2, PER1,2,3), existen modificaciones postraduccionales tales como la 

fosforilación, la degradación y la entrada al núcleo son necesarias para este proceso 

(Patke et al., 2020).  

1.1.1.3 Los ritmos circadianos presentan compensación a la temperatura 

Los ritmos circadianos poseen una notable característica de compensación térmica lo 

cual permite que el organismo mantenga un ritmo constante a pesar de variaciones en 

la temperatura fisiológica (Sorek & Levy, 2012). Por ejemplo, a pesar de un incremento 

o un descenso en la temperatura fisiológica, el período del ritmo circadiano se mantiene 

constante, evitando cambios significativos (Prokkola & Nikinmaa, 2018). Sin esta 

habilidad, variaciones en la temperatura podrían desalinear el reloj interno biológico 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 atípicas para 

muchos organismos, sigue siendo un área poco explorada que requiere investigación 

adicional.  

 

A pesar de que los ritmos circadianos constituyen un fenómeno ampliamente estudiado, 

los mecanismos que los sustentan aún no se entienden completamente. Se ha propuesto 

que las variaciones en la compensación térmica están vinculadas a modificaciones en 

las constantes de reacción de las enzimas que participan en las oscilaciones de los 

represores del sistema circadiano (Kurosawa & Iwasa, 2002). En el SCN, considerado el 

regulador central de estos ritmos, se ha demostrado que la interacción 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 señalar que esta resistencia y compensación térmica podrían 

no ser tan robustas como se sugiere en algunos contextos. Por ejemplo, se cree que los 

animales en hibernación pueden perder sus ritmos circadianos, aunque los estudios en 

este ámbito son escasos (Revel et al., 2007). Adicionalmente, estudios que emplearon 

KNK437,  un inhibidor de la vía de respuesta al heat shock, han demostrado un deterioro 

significativo en la capacidad de la compensación térmica, acompañado de cambios de 

fase (Herzog & Huckfeldt, 2003). Un hallazgo reciente en Drosophila Melanogaster 

identificó una mutación que afecta la exportación nuclear y modifica el período circadiano 

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

 

Es interesante que se han identificado numerosas mutaciones que, a pesar de alterar el 

período del ritmo, mantienen intacta su capacidad de compensación térmica (Hong et al., 

2007). Esto sugiere que los mecanismos responsables de la compensación térmica 

podrían estar localizados a nivel de la maquinaria intrínseca del reloj circadiano. La 

compensación a la temperatura es un fenómeno bastante conocido en el área de los 

ritmos circadianos, sin embargo, sus mecanismos subyacentes aún no son del todo 

comprendidos. Se ha hipotetizado que las variaciones que ocurren cuando hay 

compensación a la temperatura son resultado de cambios en las constantes de reacción 

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

 

En resumen, aunque la compensación térmica es un fenómeno bien documentado en el 

campo de los ritmos circadianos, los mecanismos subyacentes que lo regulan continúan 

siendo un área de investigación activa y su robustez podría variar en diferentes contextos 

biológicos.  

1.1.2 Parámetros de los ritmos circadianos 

Los parámetros de los ritmos circadianos son la amplitud, el período y la fase. En 

conjunto, estos determinan las características 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 

días. El período, por ejemplo, es el tiempo en el que un punto específico—en este caso 

el punto más 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 mayoría de los casos no son exactamente de 24 horas 

de manera endógena. A continuación, se procede a definir cada uno de estos 

parámetros.  

 

        

Figura 3. Representación gráfica de los parámetros que definen a un ritmo 
circadiano. El período es el tiempo que le toma a un ritmo completar un ciclo, 
generalmente de 24 horas. La fase es un momento del ritmo en relación con un 
tiempo estándar, esto podría ser el amanecer o el atardecer. La amplitud es la 
magnitud del cambio entre el punto más alto de expresión del ritmo y el punto de 
expresión mínima. 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 período 

El período circadiano es un factor clave que determina el cronometraje y la naturaleza 

de los ritmos circadianos. Aunque su duración puede ser influenciada por condiciones 

ambientales como la luz y temperatura, en seres humanos, el período circadiano 

promedio es de aproximadamente 24 horas (Ayyar & Sukumaran, 2021). Este periodo 

está regulado por una intrincada red de proteínas y genes que interactúan en ciclos de 

retroalimentación (Ayyar & Sukumaran, 2021). Estímulos 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 duración del período (Fonken & Nelson, 2014). Estas fluctuaciones tienen 

importantes implicaciones para el funcionamiento óptimo de los organismos y en su 

capacidad de adaptarse al entorno.  

 

Es importante señalar que la robustez de los ritmos circadianos puede variar 

considerablemente entre diferentes especies y contextos. La exposición 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, según las 

observaciones, la mayoría de los animales nocturnos pierden sus ritmos circadianos en 

condiciones LL, lo que podría tener implicaciones significativas para su comportamiento 

y bienestar.  

 

En el caso de los humanos, las variaciones en los períodos circadianos pueden tener un 

impacto significativo en el bienestar y la salud (Emens, 2020). Por ejemplo, las personas 

que carecen de una sincronización adecuada, especialmente aquellas que han perdido 

por completo la visión, pueden presentar períodos circadianos más cortos o largos que 

las 24 horas estándar. Este fenómeno puede tener como resultado diversas 

consecuencias como la depresión, insomnio, y mayor propensión a enfermedades 

cardiovasculares (Sack & Lewy). Comprender estas variaciones y sus implicaciones 

podría ser clave para desarrollar tratamientos más efectivos y estrategias de adaptación 

personalizadas.  

1.1.2.2 La fase 

La fase circadiana, también conocida como “la hora del reloj”, es un aspecto crucial que 

determina cuándo comienzan diversos fenómenos 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 sueño hasta que el organismo se ajusta al nuevo entorno. En personas 

mayores, se ha observado que la respuesta al estímulo 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 exposición a luz azul podría ser útil para catalizar el cambio de fase y 

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

 

En mamíferos, el SCN desempeña un papel central en la sincronización de la fase de los 

relojes periféricos, principalmente a través de ciclos de luz y oscuridad (Buhr et al., 2010). 

Según estudios, la salida glutamatérgica del SCN estimula la síntesis de melatonina 

durante la noche (Perreau-Lenz et al., 2004). Además, se ha demostrado que el SCN 

controla la interrupción de la síntesis de melatonina al amanecer, lo que indica un 

mecanismo de regulación sofisticado (Perreau-Lenz et al., 2005). No obstante, es crucial 

tener en cuenta que la exposición a luz durante la noche inhibe la producción de 

melatonina, lo cual puede alterar la fase circadiana (Chang et al., 2011). Estos hallazgos 

indican que la regulación de la melatonina y, por ende, la sincronización de los ritmos 

circadianos es un proceso más complejo y está fuertemente influenciado por 

mecanismos neuronales y hormonales, más allá que la simple exposición a la luz.  

1.1.3.3 La amplitud 

 

El tamaño o la intensidad de las oscilaciones o cambios de un ritmo circadiano durante 

un período de 24 horas se denomina amplitud circadiana. Representa la variación entre 

los puntos más altos y bajos de un ritmo durante su ciclo. En otras palabras, mide cuánto 

cambia un proceso biológico o un comportamiento a lo largo del día. La amplitud 

circadiana ofrece datos reveladores sobre la estabilidad y la potencia del ritmo. Mientras 

que una amplitud menor significa un ritmo más débil y menos claro, una amplitud mayor 

denota un patrón más prominente y predecible, con picos y valles más fáciles 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 específicos responsables de regular la 

amplitud de los ritmos circadianos siguen siendo menos conocidos. Es fundamental 

coordinar la regulación del tiempo del ciclo, incluidos el período, la fase y la amplitud 



21 

circadiana, para garantizar el buen funcionamiento de los procesos fisiológicos rítmicos 

(Ramkisoensing y Meijer, 2015).  

1.1.3 Experimentos en oscuridad completa (DD) 

Una de las áreas más 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 información fótica 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 podría pensarse que la falta de zeitgebers anularía 

los ritmos circadianos, esto no es así. En realidad, los ritmos persisten pero se 

desvinculan del ciclo diario de 24 horas (Di Milia & Folkard, 2021). A manera de 

ilustración, en estudios donde se sometió a individuos a condiciones a oscuridad total, 

se notó un desplazamiento gradual en sus ciclos de sueño-vigilia, lo que demuestra que 

los ritmos circadianos continúan, aunque desincronizados del entorno externo.  

 

Este estado de ritmo en libre curso ha sido invaluable para entender la naturaleza 

intrínseca de los ritmos circadianos. Experimentos en estas condiciones han revelado 

que el período circadiano puede variar entre organismos (Vitaterna et al., 2001). En 

humanos, por ejemplo, el período 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 sincronización de 

nuestros relojes biológicos con el mundo exterior. Es crucial destacar que la 

desincronización 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 cáncer (Kervezee et al., 2020).Por lo tanto, es 

imperativo explorar estrategias que permitan mantener una alineación adecuada con el 

ciclo diario para fomentar la salud y el bienestar.  

1.1.4 Zeitgebers: Sincronizadores de tiempo.  
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Los sincronizadores de tiempo son esenciales debido a que el ambiente está en 

constante cambio, y son estos los que conducen al entrenamiento circadiano. Sin 

embargo, no todas las señales 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 período biológico debe comenzar a desviarse de las 

24 horas exactas. Si el zeitgeber está presente, debe causar entrenamiento 

circadiano a la periodicidad del zeitgeber.  

2. La inversión de un zeitgeber periódico debe conducir a la inversión del ritmo 

biológico. Por ejemplo, la inversión del ciclo de luz y oscuridad debe causar una 

inversión en los patrones de actividad física. Así también, un cambio temporal en 

el zeitgeber periódico debe causar un adelanto o atraso en el ritmo, dependiendo 

del cambio.  

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

incrementar o disminuir la frecuencia de su exposición.  

1.1.4.1 La luz  

El zeitgeber más potente tanto para los animales como para plantas es la luz del sol. De 

hecho, en la cronobiología, regularmente se utiliza la luz como estímulo para 

desencadenar respuestas del reloj circadiano (Xie et al., 2019). La exposición durante el 

día activa al SCN, lo cual ayuda a mantener un estado de vigilia en humanos, mientras 

que en ratas y ratones favorece el sueño o una actividad reducida.  

 

No solo es la exposición sino también su intensidad, lo que puede producir cambios en 

los ritmos circadianos. Un fenómeno conocido como la regla de Aschoff relaciona la 

intensidad de luz con el período en algunos organismos (Carpenter, 1986). La 

importancia de la luz como zeitgeber se ha demostrado en experimentos en laboratorios, 

así como en experimentos epidemiológicos a gran escala en la vida real (Roenneberg et 

al., 2013). La luz como un zeitgeber se describió alrededor de los años 60’s al descubrir 

que el reloj molecular biológico del SCN puede ser reiniciado por la luz. 
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El SCN, en el hipotálamo, se encarga de distribuir esta información a los relojes 

periféricos. En la sección 1.5.1 se discutirá a profundidad la anatomía y fisiología 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 única forma de sincronizar los relojes 

internos: el alimento, actividad física, o incluso el estrés pueden actuar como zeitgebers 

(Koch et al., 2017). 

1.1.4.2 La temperatura 

 

La temperatura es otro zeitgeber de gran importancia que regula la fisiología 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 

biológico (Refinetti, 2020). En humanos, por ejemplo, la temperatura corporal tiene un 

ritmo que alcanza su pico máximo al finalizar la tarde y alcanza su punto más bajo 

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

 

El hipotálamo controla la termorregulación. Cuando el hipotálamo siente cambios en la 

temperatura interna, este envía señales para que los órganos, tales como la piel, las 

glándulas y los músculos, se ajusten automáticamente (Todd et al., 2020). Se sabe que 

las neuronas en la parte preóptica (POA) que proyectan al núcleo 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 

que 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 comunicación también podría ocurrir de manera bidireccional ya que el DMH puede 

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

 

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

pueden percibir cambios en la temperatura ambiental, así como en la temperatura 
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corporal. Adicionalmente, otros núcleos en el hipotálamo que están involucrados en la 

regulación de los ritmos circadianos son influenciados por la temperatura.  

1.1.4.3 La alimentación 

La alimentación desempeña un papel crucial en la regulación 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 cómo la restricción del 

acceso a la comida en ciertos horarios del día puede sincronizar un oscilador alimentario 

(Stephan, 2002).  

 

La interacción entre la nutrición, el metabolismo y el reloj circadiano también ha sido 

objeto de estudio. Se ha encontrado que la ingesta de alimentos en horarios específicos 

tiene un impacto significativo en la fisiología humana. Por ejemplo, se encontró que la 

ingesta de alimentos en horarios específicos puede tener un impacto significativo en la 

fisiología humana. Estos estudios sugieren que el momento y la frecuencia de las 

comidas, incluido el desayuno, están estrechamente vinculados al control circadiano de 

la digestión y el metabolismo. Esto está relacionado a la observación de que ciertos 

fitoquímicos en los alimentos, como polifenoles, flavonoides y melatonina, pueden influir 

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

 

La comida es considerada el segundo zeitgeber más importante después de la luz, y 

puede inducir cambios significativos en variables fisiológicas como la temperatura 

corporal y los niveles de cortisol (Lewis et al., 2018). En el reino animal, se ha observado 

que los mamíferos aumentan su actividad locomotora de 2 a 4 horas antes de que se les 

proporcione comida (Stephan et al., 1979). En resumen, la alimentación actúa como un 

zeitgeber en la regulación de los ritmos circadianos. Sin embargo, aún se requiere más 

investigación para entender los mecanismos subyacentes en esta compleja interacción.   
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1.1.4.4 El ejercicio 

El ejercicio puede influenciar varios aspectos de los ritmos circadianos tales como el 

sueño, la secreción de hormonas, la temperatura corporal y la expresión de genes (Reilly, 

1990). Por lo mismo, ha sido propuesto como un sincronizador del reloj biológico 

(Czeisler, 2015). Se considera que la forma principal en la cual el ejercicio actúa como 

un zeitgeber es a través de la regulación del sueño. El ejercicio puede aumentar la 

duración y la calidad del sueño, y esto puede reiniciar el reloj molecular (Dolezal et al., 

2017; Gabriel & Zierath, 2019). Además, el restablecimiento del reloj circadiano a nivel 

molecular, combate los efectos negativos debidos a la disrupción de sueño (Gabriel & 

Zierath, 2019). Se ha propuesto que los ritmos circadianos son clave en la mejora a la 

salud y el rendimiento físico 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 secreción de hormonas que a su vez regulan el ciclo de sueño y vigilia. El 

ejercicio promueve la secreción de varias hormonas que están estrechamente implicadas 

en la regulación 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 reparación y crecimiento de los tejidos (Dattilo et al., 2011). Por otra 

parte, la testosterona, está involucrada en la regulación del ciclo sueño y vigilia y puede 

promover el sueño profundo (Carrier et al., 2017). Es Interesante notar que la 

testosterona podría estar afectando la expresión de los genes del reloj en el SCN 

(Hashimoto et al.). Sin embargo, los mecanismos de este proceso no son del todo claros 

y varían considerablemente dependiendo de factores como la edad y el sexo (Carrier et 

al., 2017). Finalmente, el cortisol, el cual participa en la regulación del ciclo sueño 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 activación de neuronas 

involucradas en el gasto energético (Tran et al., 2022). En específico, 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 núcleos estimula a un aumento en el gasto energético y 

reduce la alimentación (Tran et al., 2022). En resumen, el ejercicio emerge como un 

potente regulador de los ritmos circadianos, con múltiples mecanismos de acción que 

incluyen la regulación del sueño, la secreción hormonal y la activación 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 podría suceder es 

al regular la fase y el período de los ritmos circadianos de forma directa o indirecta 

(Mistlberger & Skene, 2004). De manera indirecta, por ejemplo, a través del sería del 

condicionamiento a la exposición de señales fóticas asociadas con cierto 

comportamiento. Por otra parte, de forma directa, se ha encontrado que en algunas 

especies las señales maternas, tales como el amamantamiento o contacto físico, actúan 

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 

interacción social discreta recurrente. Sin embargo, es importante notar que esta 

sincronización es más 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 sincronización social en los humanos se encuentra 

en individuos con ceguera. A excepción de todas las personas con ceguera 

específicamente causada por extirpación quirúrgica 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 percepción a la luz, 

muestran ritmos de 24 horas (Emens, 2020). Es interesante notar que, en estos casos, 

el estímulo 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 actúan sobre varias proteínas, 
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particularmente aquellas que participan en la regulación del reloj circadiano y resultan en 

cambios en uno o varios parámetros 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 sueño, trastornos metabólicos y cáncer. Entre 

estos moduladores, se han identificado pequeñas moléculas que pueden regular los 

ritmos circadianos (Lee et al., 2011).  

 

En este contexto, la melatonina emerge como un factor crucial en la regulación de los 

ritmos circadianos (Cajochen et al., 2003). Esta hormona, cuya síntesis y secreción 

muestra ritmicidad circadiana, no solo regula el sueño, sino que también se produce en 

respuesta a la oscuridad y puede cumplir la función 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)  y 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 liberación prolongada para el tratamiento de síntomas de insomnio o 

insomnio comórbido en trastornos neuropsiquiátricos y la mejora de la calidad del sueño 

(Palagini et al., 2021). Por último, se ha propuesto la restauración de los ritmos 

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

1.1.5 Los núcleos hipotalámicos 

1.1.5.1 El núcleo supraquiasmático (SCN) 

El descubrimiento del SNC como el principal regulador del mecanismo del reloj fue en el 

1970. Al lesionar directamente este núcleo, se obtiene una completa pérdida de los 

ritmos circadianos de comportamiento (Klein & Weller, 1970). Poco después de este 
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descubrimiento, se encontró que cuando se realiza un trasplante de SCN saludable a 

individuos cuyo SCN esté defectuoso, se obtiene una recuperación de estos ritmos 

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

1.1.5.1.1 Estructura y función del SCN 

El SCN está compuesto por dos núcleos. En roedores, cada núcleo es de 

aproximadamente 10,000 neuronas—mientras que en humanos son cerca de 40mil 

neuronas—y se encuentran situados a cada lado del tercer ventrículo, directamente 

encima del quiasma óptico. Gracias a la heterogeneidad de su composición de pequeños 

neuropéptidos, este se puede subdividir en dos regiones: el centro y el caparazón. En la 

región central encontramos neuronas que producen al péptido de vasoactivo intestinal 

(VIP) y al péptido secretor de gastrina (GRP) y en la parte del caparazón está la 

vasopresina (AVP) (Hastings et al., 2018). Estos péptidos no sólo muestran expresión 

oscilatoria, sino que también están implicados en el control de los ritmos circadianos 

(Abrahamson & Moore, 2001) (Figura 3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura del SCN en ratones. El SCN está compuesto 
por dos núcleos simétricos situados a cada lado del tercer 
ventrículo, encima del quiasma óptico. El SCN se puede dividir en 
dos regiones, caparazón y centro, dependiendo de las neuronas 
que producen diferentes péptidos, como VIP, GRP, Y AVP. Estos 
péptidos oscilan y están 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 introducción de cantidades excesivas de VIP en cultivos celulares atenúa la 

sincronización de los ritmos circadianos (Harmar et al., 2002). Incluso, agregar VIP de 

forma exógena puede cambiar la fase in vitro e in vivo (Piggins et al., 1995). Esto sugiere 

que el VIP es requerido para una correcta sincronización de los ritmos circadianos. 

También, al hacer una deleción de Vip en ratón, la fase se recorre por aproximadamente 

8 horas. Estos cambios de fase por VIP podrían darse a través de la señalización 

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

 

El neuropéptido AVP potencialmente juega un papel más importante del que 

anteriormente se le había atribuido (Mieda, 2019). A falta de señalización por VIP, la 

señalización de AVP para la sincronización del SCN se vuelve evidente (Ono et al., 

2016). El promotor para Avp contiene una caja de tipo E-box (la diana del dímero 

CLOCK/BMAL1). A lo largo del día, 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). Además, la aplicación de un antagonista del receptor de AVP en un 

cultivo celular WT SCN/VIPR2 en el cual se habían restaurado anteriormente los ritmos 

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

1.1.5.1.2 Regulación del cortisol y melatonina a través del SCN 

 

Además de controlar los ritmos circadianos, el SCN juega un papel en mecanismos 

homeostáticos no circadianos, incluida la secreción de cortisol y melatonina (Stoynev et 

al., 2022). Esta función reguladora se evidencia en la variabilidad de la densidad y 

distribución 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 modulación de la función del SCN (Waly 

& Hallworth, 2015). Además, el SCN regula directamente la producción de melatonina en 

la glándula pineal del cerebro. Esta regulación se lleva a cabo mediante factores 

sinápticos difusibles, como el ácido gamma aminobutírico (GABA), que ejerce una señal 

inhibitoria en la vía PVN pineal durante el día subjetivo, esto garantiza así un equilibrio 

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

 

Adicionalmente, el SCN es fundamental en la respuesta del cuerpo a estímulos 

lumínicos, transmitiendo señales a diferentes regiones del cerebro y células endócrinas 

(Mohawk et al., 2012). Una de sus funciones es asegurar, a través de una conexión 

polisintética, que la glándula pineal produzca melatonina de manera rítmica. La 

melatonina alcanza su pico de concentración durante la noche, lo cual promueve el 

estado de sueño en animales diurnos. Paralelamente, el SCN, a través del PVN y la 

glándula pituitaria, impulsa un ritmo circadiano para la liberación de la hormona 

adrenocorticotrópica (HACT). Esta hormona a su vez desencadena un aumento matutino 

en la liberación de corticosterona desde la glándula suprarrenal. Los corticosteroides, 

como la corticosterona, promueven la excitación y el estado de alerta además de 

impulsar el metabolismo catabólico. Es interesante notar que, la luz azul suprime 

significativamente la producción de melatonina (Panda et al., 2003) y, a su vez, estimula 

la producción de corticosterona en la glándula suprarrenal a través de una vía simpática 

que no depende de HACT (Ishida et al., 2005).  

1.1.5.2 El núcleo arqueado 

El núcleo arqueado (ARC) se encuentra en la medio basal del hipotálamo, formando una 

entidad neuronal con la eminencia media (ME) (Korf & Møller, 2021) .Es esencial en la 

regulación de la homeostasis energética del metabolismo. El ARC integra señale de 

adiposidad y nutrientes circulantes, desempeñando un papel crucial en la regulación de 

la alimentación, la homeostasis de la glucosa y otras funciones fisiológicas (Jais & 

Brüning, 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 neuroquímicas y neurofisiológicas (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 están involucradas en la vía de la melanocortina, que 

tiene un papel fundamental en la regulación del apetito y balance energético. Esta vía es 

esencial para mantener la homeostasis energética y está compuesta por dos tipos 

principales de neuronas: las que expresan el neuropéptido Y (NPY) y la proteína 

relacionada con el agutí (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 señales 

periféricas, incluyendo hormonas como la leptina y la insulina, que informan al cerebro 

sobre el estado energético del cuerpo (Belgardt et al., 2009). La interacción y balance 

entre estas neuronas en el ARC es crucial para la regulación adecuada del apetito y el 

metabolismo. 

 

El ARC se encuentra en una posición estratégica para comunicar información metabólica 

periférica al SCN. El ARC transmite información metabólica periférica al SCN, lo que 

indica una vía para el intercambio de información metabólica y circulante (De Souza et 

al., 2005). En el contexto de la cronoterapia con NAD+, es esencial considerar como el 

ARC interpreta y transmite señales relacionadas con el equilibrio energético al SCN. 

Además, el NAD+ juega un papel esencial en las funciones cerebrales, incluyendo la 

neurotransmisión, que es relevante para la actividad del ARC (Ying, 2007).   

1.1.5.3 El núcleo ventromedial (VMH)  

El VMH es una estructura esencial en el hipotálamo con una variedad de funciones 

neuroendocrinas. Aunque el ARC ha sido el principal foco de estudio en relación con la 

regulación del peso y comportamientos alimenticios, el VMH también juega un papel 



32 

crucial en estos procesos. La disrupción del VMH puede provocar obesidad, similar a la 

disrupción del ARC (Albert et al., 1971) Sin embargo, las funciones y mecanismos 

subyacentes en estos dos núcleos son distintos. Mientras que el ARC integra señales 

circulantes de sangre y saciedad relacionadas con la disponibilidad de energía y 

nutrientes (Korf & Møller, 2021).  

 

El VMH está involucrado en la regulación de la glucosa, termogénesis, apetito, y también 

en comportamientos más complejos como los sociales y sexuales. Se ha demostrado 

que el VMH está involucrado en la regulación de comportamientos alimenticios y puede 

recibir información sensorial relacionada con la distensión gástrica (Takeichi & Noda, 

1974). Una característica 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 relación con la obesidad. Se ha encontrado que las lesiones en el VMH 

eliminan la ritmicidad adrenal y de temperatura asociada con la alimentación. Además, 

el reloj circadiano en el VMH controla el gasto energético cíclico, específicamente a 

través de la modulación de la termogénesis del tejido adiposo pardo (Orozco-Solis et al., 

2016). 

 

En cuanto a la relación con el NAD+, aunque la información específica 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 expresión génica, lo cual es relevante para la 

actividad del VMH (Ying, 2007). Asimismo, el NAD+ se ha identificado en funciones 

cerebrales, incluyendo en la neurotransmisión, en el aprendizaje y la memoria, lo que 

podría 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 está presente en todas las células, pero es 

en el SCN donde se manifiesta un ritmo autónomo, principalmente debido a su función 

única de acoplamiento con la luz. La Figura 4 ilustra un mecanismo simplificado del reloj 

circadiano en mamíferos. Después de dados los mecanismos postraduccionales en el 

núcleo de las células, después de la transcripción de los genes del reloj, y la exportación 

de los mensajeros de RNA se procede a la síntesis de proteínas en los ribosomas en el 

citoplasma celular. En el citoplasma, varias proteínas forman heterodímeros los cuales 

son importados al núcleo y regulan, ya sea positiva o negativamente, la transcripción de 

genes. A este tipo de mecanismo se le conoce como regulación bucle de 

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

 

El heterodímero 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 

número de proteínas que le confieren complejidad y robustez al mecanismo del reloj. Los 

genes, Period (Per1-3) y Cryptochrome (Cry1-2) codifican proteínas que forman un 

heterodímero en el citoplasma y pueden ser importadas al núcleo para desestabilizar la 

unión de CLOCK:BMAL1 a la E-box. De esta forma se regula negativamente las diversas 

proteínas que componen a las rutas de regulación del reloj, incluidos acá, PER y CRY.   
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Figura 4. El mecanismo molecular de los ritmos circadianos. Las 
proteínas CLOCK y BMAL1 se dimerizan y actúan en cis, en la E-box, para 
comenzar con la transcripción de las proteínas PER y CRY. Estas últimas 
se pueden dimerizar y unirse al heterodímero CLOCK:BMAL1 y así inhibir 
la transcripción de los genes controlados por el reloj. Por otra parte, las 
proteínas ROR y REV-ERB, pueden activar o reprimir, respectivamente, la 
transcripción de BMAL1. (Creado con BioRender.com) 

 

No solo las proteínas PER y CRY participan en la regulación sino también otros genes 

del reloj generan un bucle de retroalimentación transcripcional. Los receptores nucleares 

REV-ERB pueden inhibir la transcripción de Bmal1 ya que se pueden unir a otra clase 

de elementos reguladores denominados RRE (En inglés, Ror-Responsive Element). Aquí 

también tenemos un tipo de competencia entre el retinoica acid-related orphan receptor 

(ROR) el cual, de manera contraria a REV-ERB, induce la transcripción de Bmal1. Esto 

añade robustez al reloj molecular biológico.  

1.3 Disfunción del metabolismo en respuesta a dieta hipercalórica  

El síndrome metabólico (SMet) es un conjunto de anormalidades metabólicas que elevan 

el riesgo de padecer diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y ciertos cánceres. 

((Esposito et al., 2012). Estas anormalidades incluyen obesidad central, hipertensión, 

hiperglucemia, hipertrigliceridemia, niveles bajos de colesterol con lipoproteínas 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 

que entre 40.2% y 59.99% de adultos padecen de síndrome metabólico (Rojas-Martínez 

et al., 2021) 

 

Varios factores contribuyen a la aparición del SMet, como el aumento de peso, la 

inactividad física y una predisposición genética. La resistencia a la insulina es un 

componente clave en el desarrollo del SMet. De hecho, anteriormente, se le denominaba 

“síndrome 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 azúcar en sangre.  
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1.3.1 Resistencia a la Insulina 

La insulina es una hormona esencial producida por el páncreas que permite que las 

células del cuerpo absorban glucosa y la utilicen como fuente de energía. Su función 

principal es regular los niveles de azúcar en la sangre y mantenerlos dentro de un rango 

normal. Sin embargo, en ciertas condiciones, las células pueden volverse menos 

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

 

La IR es un estado patológico 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 comúnmente se asocia con alteraciones en el 

metabolismo de la glucosa, enfermedades como la hipertensión arterial y anomalías del 

colesterol asociado a lipoproteínas de alta densidad (cHDL) también están relacionadas 

con la IR.  

 

En relación con las funciones cerebrales, se ha observado que la insulina, junto con otros 

factores de desregulación metabólica, se encuentra elevada en la enfermedad de 

Alzheimer. Un estudio longitudinal, el cual incluyó a 2322 participantes de 50 años, 

encontró que, durante un seguimiento de 32 años, 102 participantes fueron 

diagnosticados con Alzheimer, 52 con demencia vascular y 394 con demencia y deterioro 

cognitivo de cualquier tipo (Rönnemaa et al., 2008). Este estudio reveló que una 

respuesta insulínica 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 metabólica que se caracteriza por niveles 

altos de glucosa en sangre (Sapra & Bhandari, 2023). Existen varias categorías 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 páncreas 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 crónica frecuentemente asociada con anormalidades 

metabólicas como la obesidad e hipertensión arterial. La diabetes tipo 2, la forma más 

común de DM está vinculada con el síndrome metabólico (SMet). Existe evidencia de 

que el riesgo cardiovascular en pacientes con diabetes se reduce en ausencia de SMet. 

Sin embargo, factores como el bajo nivel de actividad física, una dieta deficiente y la 

obesidad aumentan el riesgo de desarrollar esta enfermedad.   

 

Las alteraciones refieren a un cambio en la concentración de glucosa, lípidos, insulina 

entre otras variables directas como la presión sanguínea y la temperatura, los cuales 

inducen la aparición de ciertas patologías severas que conllevan a otras alteraciones 

como el incremento de la masa de tejido graso, alteraciones cardiovasculares, cáncer, 

incremento de glucosa, lípidos en sangre, y envejecimiento a temprana edad. Debido a 

ello, es importante considerar el factor circadiano en relación con patologías involucradas 

con el síndrome metabólico.  

1.4 El metabolismo y los ritmos circadianos 

La relación entre la alimentación 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 y lípidos, la 

secreción de la insulina y la utilización de reservas energéticas a lo largo del ciclo de 

sueño y vigilia (Serin & Acar Tek, 2019). La interrupción del ritmo circadiano puede tener 

efectos negativos en el metabolismo energético y aumentar el riesgo de trastornos 

metabólicos como la diabetes y la obesidad (Kalsbeek et al., 2011).  La perturbación de 

los ritmos circadianos, resultado de la sociedad moderna, debido a factores como la 

iluminación artificial, el estilo de vida sedentario y los alimentos ricos en calorías, ha 

contribuido al aumento de patologías relacionadas con el estilo de vida (Gerhart-Hines & 
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Lazar, 2015). Por último, la sincronización de la actividad y el descanso con el reloj 

circadiano es crucial y esta puede verse afectada por factores tanto ambientales como 

fisiológicos (Riede et al., 2017) (Froy, 2007). 

 

Adicionalmente, las hormonas más 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 regulación del apetito, la saciedad y la 

utilización de energía en función del tiempo del día. El sistema circadiano y el 

metabolismo mantiene una relación mutua: mientras que los ritmos circadianos 

proporcionan una periodicidad a los procesos fisiológicos, también reciben señales 

metabólicas de retroalimentación, especialmente aquellas relacionadas con la ingesta de 

alimentos.  

 

Los ciclos circadianos tienen una estrecha relación con el metabolismo. De hecho, las 

enzimas que son clave en la regulación metabólica son expresadas de forma oscilatoria 

acoplándose a los ciclos de luz-oscuridad y ciclos de ayuno-alimentación. Una 

desregulación de los ciclos circadianos, como con un trabajo por turno nocturno, por 

ejemplo, puede contribuir a la aparición de síndrome metabólico. Lo contrario también es 

cierto, ya que el síndrome metabólico está asociado a una desregulación de los ritmos 

circadianos que podría acompañarse de alteraciones en la función del mecanismo del 

reloj molecular.  

1.5 Beneficios del dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+) para prevenir 

enfermedades relacionadas al síndrome metabólico.  

Aunque la dieta y el ejercicio pueden mejorar el síndrome metabólico, también se ha 

investigado otros enfoques terapéuticos. El dinucleótido de nicotinamida y adenina 

(NAD+) además de ser una molécula esencial para el metabolismo energético y celular, 

es relevante en el síndrome metabólico. Se ha demostrado que una falta de regulación 

en los niveles de NAD+ está asociado al síndrome metabólico (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 

manipulación de los niveles del NAD+ podría ser una estrategia terapéutica prometedora 

para abordar el síndrome metabólico.  

1.5.1 NAD+  

El NAD+ fue descrito en 1906 por Sir Arthur Harden y William Young, quienes encontraron 

que estaba involucrado en los procesos de fermentación de la levadura (Rajman et al., 

2018). Varios años más tarde, en 1930, Sir Hans Adolf Krebs descubrió que el NAD+ 

tiene un papel crítico 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 expresión de genes y la reparación de 

DNA. La estructura del NAD+ es bastante sencilla; consiste en dos nucleótidos, 

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 nucleótido de nicotinamida, el cual se encuentra 

también unida a una molécula de ribosa, es también unida a otro grupo fosfato.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Estructura del NAD+. El NAD+ es un dinucleótido 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 está 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 participación 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 energía de las células: la adenosina 

trifosfato (ATP) (Li & Sauve, 2015). Específicamente, el NAD+ actúa 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 energía. Por ejemplo, el NAD+ es un cofactor en la glucólisis, la 

oxidación de ácidos grasos, el ciclo del ácido cítrico, el ciclo de Cori, entre otros y 

recientemente se encontró su rol como cofactor en la síntesis de ácidos grasos altamente 

insaturados (Katsyuba et al., 2020).  

 

 

Figura 6. Papel del NAD+ en el metabolismo energético. El 
comportamiento circadiano del NAMPT (enzima que cataliza la conversión 
de NMN a NAD+) y NAD+ se conecta a las rutas metabólicas más 
importantes tales como el ciclo del ácido cítrico, la fermentación y beta 
oxidación. El NAD+ desempeña un papel crucial en el metabolismo 
energético celular, participando en la generación del ATP y en reacciones 
REDOX. (Creado con BioRender.com) 

 

El rol del NAD+ también actúa como una molécula señalizadora, y en conjunto con sus 

metabolitos, juega un papel clave en la señalización de Ca2+ (Koch-Nolte et al., 2009) 
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También, los beneficios del NAD+ que podrían extenderse hasta para combatir 

enfermedades neurodegenerativas (Belenky et al., 2007). Los niveles de NAD+ están 

relacionados a una gran cantidad de patologías. De hecho, se sabe que los niveles 

adecuados de NAD+ tienen efectos protectores y previenen la acumulación de grasas, la 

aparición de inflamación y fibrosis, incluso la resistencia a la insulina, el hígado graso y 

la esteatosis hepática no alcohólica (Katsyuba et al., 2020). En resumen, el NAD+ 

desempeña un papel fundamental en el metabolismo energético celular actuando como 

un acarreador de electrones en reacciones redox y participando en las vías metabólicas.  

1.5.3 El rol de NAD+ en la expresión de genes y reparación del DNA.  

El NAD+ es importante en el metabolismo como acarreador de protones; sin embargo, su 

rol celular es mucho más extenso y sorprendente. El NAD+ sirve como cofactor de 

proteínas, entre ellas las sirtuinas. Estas son deacetilasas que en los mamíferos son 

importantes para la regulación 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 más estudiada, la SIRT1, 

participa en la regulación del reloj circadiano, además de requerir el NAD+ como cofactor. 

SIRT1 desacetila la Lys537 de BMAL1 y de esta forma no se permite el reclutamiento de 

CRY1 lo cual permite que se reactive la transcripción de los genes del reloj (Hirano et al., 

2016).  

1.5.4 El NAD+ y los ritmos circadianos 

La oscilación del NAD+ tiene una relación intrínseca con los ritmos circadianos. Se ha 

observado que tanto los niveles de NAD+ como los de NADP+ presentan ritmos 

circadianos complementarios, que podrían estar influenciados por los niveles del 

complejo calcio modulina (Johnston, 2014). Además, 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 alteración en el ciclo de sueño 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., 
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2009) Estos descubrimientos indican que las variaciones en el metabolismo de 

nucleótidos podrían influir en el comportamiento y la genética de los ritmos circadianos. 

No obstante, es crucial obtener más información para corroborar esta hipótesis.  

 

Estudios recientes corroboran la noción de que los niveles de NAD+ mantienen un reloj 

circadiano saludable al controlar la programación del translocador nuclear de PER2 y así 

contrarrestar los efectos negativos del envejecimiento (Levine et al., 2020). Además, se 

ha propuesto un modelo en donde el NAD+ podría controlar los ritmos circadianos 

durante el daño al DNA (Luna et al., 2015). Es posible que la deacetilasa dependiente de 

NAD+, SIRT1, participe en la relación del metabolismo, ritmos circadianos y 

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 

desacetilación por SIRT1 de PER2 (Schibler, 2020). Estos estudios sugieren que el NAD+ 

juega un papel en la regulación del reloj circadiano, sin embargo, los mecanismos por 

los cuales el NAD+ actúa 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 reacción 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, desempeña un 

papel esencial en la conducción de los ritmos circadianos, especialmente en la actividad 

locomotora y el gasto energético. Recientemente se encontró que la circulación eficiente 

de eNAMPT en el sistema sanguíneo es crucial para mantener un equilibrio en estos 

ritmos y garantizar el funcionamiento óptimo del organismo (Park et al., 2023). 

Adicionalmente, se encontró que cualquier desequilibrio o interrupción en la presencia 

de eNAMPT puede tener efectos adversos en la actividad locomotora y el metabolismo 

energético.  

1.5.7 El ejercicio y su influencia en los niveles de NAD+ 
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La interacción entre el ejercicio y los niveles de NAD+ está intrínsecamente ligada al 

sistema circadiano, constituyendo un trío fundamental para la salud óptima del individuo. 

Investigaciones recientes han evidenciado que la actividad física tiene un impacto directo 

en la regulación y producción 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). Además, el ejercicio puede optimizar los niveles de NAD+ en el 

musculo esquelético. Se encontró que el ejercicio aeróbico y de resistencia puede 

incrementar la abundancia de NAMPT en individuos jóvenes y adultos (de Guia et al., 

2019). Es vital hacer esta distinción 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 optimización.  

 

Por otra parte, también se ha encontrado que la suplementación de NAD+ incrementa la 

capacidad de degradar glucógeno en hígados de ratón (Broetto-Biazon et al., 2004). A 

pesar de que las investigaciones sugieren que la suplementación de NAD+ tiene un 

impacto en el rendimiento físico es necesaria más investigación para entender 

completamente la relación entre NAD+ y el ejercicio.  

1.5.8 Beneficios de la suplementación con NAD+ 

El NAD+ tiene un rol importante en varios procesos como la toxicidad celular y el 

síndrome metabólico. Múltiples investigaciones se orientan a comprender a detalle su 

funcionamiento, además de los beneficios que tiene aumentar sus niveles de forma 

exógena. 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 inducción del aumento de las concentraciones de NAD+ de forma exógena con NMN, 

un precursor de NAD+, alivia varios problemas asociados al síndrome metabólico 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 hipercalórica tiene como efecto 

una disminución en la esteatosis hepática. 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 relación entre los padecimientos del síndrome metabólico y 

los ciclos circadianos.  
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS 

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

dieta. 

Los últimos años han evidenciado un crecimiento en el reconocimiento del sistema 

circadiano como un elemento esencial en la prevención y tratamiento de la disfunción 

metabólica inducida por la dieta. A pesar de la importancia reconocida de los ritmos 

circadianos, en la práctica clínica estos suelen ser subestimados, y raras veces se 

consideran al decidir el momento del día para administrar tratamientos. Esta omisión es 

aún más sorprendente cuando estudios, como el realizado por Eckel-Mahan et al (2012), 

han destacado la interrupción de las oscilaciones circadianas del NAD+ hepático en 

contextos de dietas altas en grasas. Se observó que una dieta alta en grasa inhibe 

completamente la oscilación de NAD+, lo que sugiere que la perturbación de estos ritmos 

puede tener implicaciones significativas en la salud metabólica.  

 

Quetzalcóatl Escalante Covarrubias, durante su proyecto de doctorado en el laboratorio 

Aguilar-Arnal, administró una inyección intraperitoneal (IT) de NAD+ 50mg/kg al ZT11, 

horario que corresponde a una hora antes del aumento circadiano normal del NAD+ 

hepático en un modelo de obesidad inducida por la dieta (DIO). Los resultados de este 

estudio indicaron que la cronoterapia con NAD+ mejora la patofisiología de la DIO. Se 

observó una disminución significativa del peso corporal durante las 8 semanas del 

tratamiento con NAD+ en ratones obesos (HFN, ratones obesos tratados con NAD+ al 

ZT11) en comparación con los ratones obesos que recibieron una inyección de solución 

salina (HF). Además, se restauró la oscilación diaria de NAD+ en el grupo HFN, 

oscilación característica de un estado saludable en ratones con una dieta normo calórica 

(CD). Los ratones tratados con NAD+ mostraron niveles más bajos de insulina circulante 

y una mejora en la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina. También se 

encontró una reducción significativa de los lípidos neutrales y de los triglicéridos 

hepáticos en los ratones obesos tratados con NAD+, resultado que indica una mejora en 

la esteatosis hepática asociada a la obesidad (Escalante-Covarrubias et al., 2023). 
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A nivel molecular se encontró una sobreexpresión de PPARγ, el regulador maestro del 

metabolismo de lípidos, en los hígados de los ratones alimentados con dietas ricas en 

grasas con inyección salina. Sin embargo, en los ratones tratados con NAD+ se observó 

niveles de expresión reducidos de PPARγ, lo que indica que hay una modificación en el 

programa de expresión génica del metabolismo de lípidos.  

2.2 El tratamiento con NAD+ produce una reorganización transcripcional extensa.  

Escalante-Covarrubias et al., 2023, encontraron que existe una reorganización 

transcripcional extensiva en el hígado de los ratones obesos tratados con NAD+. 

Realizaron un análisis de transcriptómica analizando un punto durante el día (ZT6) y un 

punto durante la noche (ZT18) para los grupos CD, HF, HFN. Se encontró que los genes 

del control circadiano tales como Clock, Bmal1, Cry1, y N1r1d2 tuvieron una expresión 

diferencial en todos los grupos. También, se encontraron mejoras en la expresión génica 

de genes relacionados al metabolismo lipídico y genes relacionados a la respuesta al 

estrés en el grupo HFN. 

2.3 La efectividad del NAD+ como tratamiento para la disfunción metabólica 

inducia por la dieta varía según el momento del día de su administración. 

 

Los autores también evaluaron si los efectos beneficiosos de restituir 

farmacológicamente las oscilaciones de NAD+ dependen de la hora del día de la 

administración del tratamiento. Para ello, se suministró NAD+ a un nuevo grupo de 

ratones con disfunción metabólica causada por la dieta con administración de NAD+ al 

ZT23 (HFN23). En comparación con el grupo HFN23, se encontró 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 hipercalórica depende de la hora del tratamiento. Es importante 

mencionar que, en este estudio, no hubo diferencias significativas en el consumo de 

alimentos. Además, con respecto a los parámetros metabólicos de salud, se encontró 

que la eficacia del tratamiento con NAD+ para la disfunción metabólica depende del 
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momento en que se administre, con mejores resultados observados cuando el NAD+ se 

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

2.4 El tratamiento crono terapéutico del NAD+ reorganiza el reloj hepático 

Las observaciones muestran que las reacciones a tratamientos en diferentes horas del 

día pueden estar relacionadas con el reloj molecular. Escalante-Covarrubias et al, en 

2023, analizó la expresión de las proteínas del reloj hepático durante distintas horas del 

día en los grupos de ratones HFN y HFN23; encontraron una expresión de las proteínas 

del reloj CRY, PER2 y REV-ERBα anti fásica entre sí, con una diferencia de 12 horas. 

Por ejemplo, la Figura 7A indica que la proteína P-BMAL1 es visible al ZT0 y su forma 

no fosforilada aparece al ZT12 en los animales HFN, mientras que esta relación se 

invierte en el grupo HFN23. Este hallazgo sugiere que al ZT23, el NAD+ regula la 

expresión de genes del reloj hepático.  

 

 

 

Figura 7. La acumulación de proteínas 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-ERVα. b) Densitometría del gel en a). c) 
RT-qPCR para determinar la expresión de genes del reloj en el hígado. Figura modificada 
del artículo 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, Per1, Per2 y Revervα se invirtierón a consecuencia de la 
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biodisponibilidad del NAD+ (Figura 7C). En consecuencia, la acrofase promedio de las 

oscilaciones, se desplazó de 10 a 12 horas en el grupo HFN23 en comparación con el 

resto de los grupos. Es importante mencionar que una de las posibles interpretaciones 

de los resultados de este experimento, era una disminución en la ritmicidad en la 

expresión de los genes del reloj, sin embargo, este fenómeno no se observó. Además, 

existe la posibilidad de que la dinámica antifásica no se extienda a los CCGs. La 

expresión hepática de los genes de Dbp, Tef, Nfil3 y Noct, que está directamente 

controlada por el mecanismo del reloj circadiano, coincide con los cambios de expresión 

observados en los genes del reloj. Esto refuerza la idea de que el NAD+ tiene el potencial 

de sincronizar el reloj molecular hepático.  

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

tratamiento del NAD+.  

La actividad de alimentación y locomoción en ratones tratados con NAD+ permanece en 

gran medida alineada con la luz. Los análisis de comportamiento locomotor mostraron 

que, en general, el tratamiento con NAD+ preservó la alineación entre los patrones de 

luz-oscuridad y de descanso-actividad. La cuantificación de la locomoción en intervalos 

de 30 minutos reveló que, después del tratamiento con NAD+, los ratones se volvieron 

significativamente menos activos, pero, aun así, 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 hepático, ajustando su fase al momento del 

día cuando la biodisponibilidad de NAD+ es mayor, sin afectar la alineación 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 síndrome metabólico que 

la acompaña. El NAD+ es una molécula clave en el metabolismo celular que se ha 

encontrado con capacidad de actuar como señal ambiental de tiempo y puede influir en 

la sincronización y el ritmo de las oscilaciones circadianas. Además, el NAD+ participa 

en la regulación de la expresión de los genes y proteínas 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 hígado. Sin embargo, en lo que respecta al 

SCN, la investigación sobre el papel específico del NAD+ como señal ambiental de 

tiempo es limitada con resultados inconclusos debido a la dificultad para identificar al 

núcleo en disecciones hipotalámicas. 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 señal ambiental de tiempo para los genes rítmicos del reloj central.   
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4. JUSTIFICACIÓN 

Los ritmos circadianos desempeñan un papel fundamental en la regulación de 

numerosos procesos fisiológicos en el cuerpo humano. Alteraciones de estos ritmos 

pueden conducir a trastornos de salud significativos, como la obesidad y el síndrome 

metabólico. 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 relación con la regulación circadiana. Si 

bien se ha sugerido que el NAD+ puede influir en los ritmos circadianos, los efectos 

específicos del NAD+ en el reloj maestro, el SCN, y en el comportamiento general aún 

no están completamente definidos.  

 

Comprender cómo el NAD+ puede afectar la fase y la sincronización de las oscilaciones 

circadianas en el SCN resulta ser de gran interés, ya que esto conlleva implicaciones 

importantes en la regulación de los ritmos circadianos en todo el cuerpo. Por ejemplo, se 

podría desarrollar un tratamiento con NAD+ para tratar trastornos del ritmo circadiano, 

tales como trastornos del sueño, obesidad, o incluso desincronización circadiana 

causada por ceguera. También, es posible que el NAD+ pueda facilitar la sincronización 

a cambios por viajes entre zonas horarias.  
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5. HIPÓTESIS 

La intervención cronofarmacológica con NAD+ puede revertir la obesidad inducida por la 

dieta en el ratón debido en parte a la reorganización transcripcional dada en el SCN. Los 

cambios transcripcionales estarán influenciados por la hora en la aplicación del 

tratamiento del NAD+. Esto, a su vez, podría derivar cambios conductuales que sean 

medibles.  

  



51 

6. OBJETIVO 

 

Evaluar el efecto de la restauración de los niveles circadianos del NAD+ en la 

transcripción de genes rítmicos del reloj central (SCN), y en la conducta circadiana.  

6.1 Objetivos particulares 

1. Aislar los núcleos hipotalámicos SCN, ARC y VMH de las muestras provenientes 

de ratones control, obesos y obesos tratados con NAD+ a ZT11 (HFN11) o a ZT23 

(HFN23) y extraer su RNA.  

2. Analizar la expresión 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. METODOLOGÍA 

7.1 Diagrama experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2 Cortes Histológicos en Criostato 

Se trabajó con los tejidos de las cohortes de ratones descritos en Escalante-Covarrubias 

et al, 2023. Escalante Covarrubias, utilizó 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 calorías a partir 

de grasas, el 24 % de proteínas 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 calorías a partir 

de grasas, el 15% de proteínas, y el 38% de carbohidratos. La ruta de la quinurenina 

convierte el triptófano en NAD+, por lo mismo, ambas dietas fueron modificadas para 

igualar su contenido en triptófano. Por último, dos grupos más HFN11 y HFN23, los 

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

durante exactamente 22 días.  

 

Los cerebros fueron congelados (-80°C) inmediatamente después de que los ratones 

fueron sacrificados. Para fijar el cerebro al porta muestras se cortó el cerebelo con una 

navaja lo cual generó una superficie plana que facilitó la fijación utilizando Tissue-Tek 

(Sakura_4583). Para realizar la extracción de los núcleos hipotalámicos, los cerebros 

fueron cortados en secciones coronales de 30-μM y 100-μM 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 más delgados, de 30-μM, fueron utilizados como plantillas, tras la tinción de Nissl 

por el método de cresilo de Vogt (ver siguiente apartado), para identificar los núcleos 

SCN y ARC en los cortes gruesos. Por otra parte, los cortes de 100-μM se almacenaron 

a -80°C hasta su uso.  

7.3 Estudio histológico con la tinción de Nissl.  

La tinción se realizó a los cortes de 30μM anteriormente descritos y fueron utilizados para 

el estudio histológico mediante la tinción de Nissl. Las laminillas fueron colocadas en 

gradillas de plástico. Seguidamente, fueron transferidas por varias etapas de tinción. 

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 

rehidratación en alcohol x2 (100%) 2 min, x2 (95%) 2 min, x1 (70%) 2 min, x1 (50%) 2 

min) y se lavaron rápidamente (30 segundos) en agua desionizada. La etapa de tinción 

se realizó en una solución de trabajo de violeta de cresilo por 1 minuto. Rápidamente se 

lavó el exceso con agua desionizada en el fregadero. Por último, se realizó otra etapa de 

deshidratación: 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 realizó el montaje con Permount.   

7.4 Disección de núcleos hipotalámicos  

Los núcleos hipotalámicos son conjuntos compactos de neuronas en el hipotálamo, que 

cumplen diversas funciones vitales relacionadas con el sistema endocrino, regulación 
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autónoma y procesos esenciales. Estos núcleos pueden ser identificados a través de la 

tinción de Nissl; dicha tinción resalta las zonas ricas en ribosomas y retículo 

endoplasmático rugoso, presentes en las neuronas. En las preparaciones teñidas, estas 

zonas aparecen más oscuras, lo que indica la presencia y localización de los núcleos. 

En la Figura 8, es posible apreciar la posición del SCN en relación con otras regiones 

cerebrales del ratón.  

Figura 8. Tinción de Nissl donde se observa el SCN.  
El núcleo supraquiasmático (SCN), resaltado en color 
resaltado en color lila (señalado con una flecha roja), se 
ubica por encima del quiasma óptico en color gris 
(señalado con una flecha azul) al realizar cortes 
coronales desde la parte anterior a la posterior del 
cerebro. La tinción de Nissl permite visualizar el SCN 
como una región más oscura. La longitud perpendicular 
del SCN en un corte coronal es de 390 micrómetros. 
Imágenes obtenidas de Allen Mouse Brain Atlas y Allen 
reference Atlas. 

 

El núcleo ARC se encuentra alrededor de la misma región que el núcleo VMH en cortes 

coronales, el primero en la parte inferior, el segundo, regularmente, se ubica un poco 

más arriba casi de manera adyacente al ARC.  
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Figura 9. Tinción de Nissl donde se observan a los 
núcleos ARC y VMH. Se observa la ubicación del 
núcleo ventromedial del hipotálamo (VMH), resaltado 
en color lila (señalado con flecha azul), y el área 
hipotalámica del núcleo arqueado (ARC) que se 
encuentra en la parte inferior, por debajo del VMH 
(señalado con flecha roja). Una vez que se identifican 
estos núcleos, se encuentran presentes en un grosor de 
650 micrómetros. Imágenes obtenidas de Allen Mouse 
Brain Atlas y Allen reference Atlas.  

 

Utilizando el atlas y las laminillas con cortes de 30 μm, se tomaron fotografías en el 

microscopio. Estas sirvieron como guías para realizar las disecciones de los cortes de 

100 μm utilizando puntas de agujas estándares de 10 mL de calibre 21. Las agujas de 

calibre 21 tienen un diámetro externo de aproximadamente 0.82 mm y un diámetro 

interno de 0.51 mm. Las disecciones se llevaron a cabo en el microscopio estereoscópico 

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 

núcleos 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 Extracción de RNA a partir de los tejidos de los núcleos hipotalámicos 

Las muestras en Trizol se descongelaron a temperatura ambiente. Se utilizó una jeringa  

para lisar la muestra y se recuperó todo el volumen utilizando una micropipeta. Se 

añadieron 20μL 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 centrifugación, la muestra 

se separó 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 

extraída por medio de una micropipeta inclinando el tubo. Se agregaron 50μL de propanol 

y 1μL de glucógeno 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 100μL de EtOH al 75% y 

se procedió a centrifugar por 10 minutos a 7,500 g a 4°C. El lavado con etanol se hizo 

dos veces. Se resuspendió el pellet en 12μL de agua grado biología molecular (Corning 

® 46-000). Finalmente, 1μL de la muestra fue utilizada para cuantificar su concentración 

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

7.6 Síntesis de cDNA 

Se utilizó el kit de síntesis de cDNA IScriptTM (Bio-Rad, cat. No.1708890). Se mezclaron 

150 ng de RNA de núcleos hipotalámicos con 2 μl de 5x IScript Reaction Mix con 0.5 μl 

la enzima IScript Reverse Transcriptase y se agregó agua grado biología molecular hasta 

un volumen de 10 μl. El termociclador (Axygen MaxyGeneTM II) realizó una alineación 

durante 5 minutos a 25°C, una transcripción inversa durante 40 minutos a 46°C y por 

último una fase de inactivación de 1 minuto a 95°C. Las reacciones se enfriaron y se 

almacenaron a -20°C.  

7.7 Cuantificación de transcritos por qPCR.    

Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10μl. Se añadieron 5 μl del reactivo 

Maxima SYBR Green (Thermofisher, cat. #K0221). Se agregaron 1μl (500μL) de primer 
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forward y 1μl (500μL) (Tabla S1) reverse con aproximadamente 6.25ng de cDNA por 

reacción. El termociclador (Bio-Rad, CFX96 Touch Real-Time PCR Detection Sistema) 

se configuró así: 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 sección del proyecto fue lleva a cabo en colaboración con el alumno de maestría 

Roman Sitten Olea. Si bien, los datos crudos fueron compartidos, todo el análisis de 

comportamiento para determinar los posibles cambios inducidos por el tratamiento de 

NAD+ fueron hechos por separado e inclusive analizados con distintas herramientas 

bioinformáticas.  

 

La metodología del análisis por separado de los datos permitió a ambos aplicar distintas 

técnicas y enfoques en la evaluación de los datos de comportamiento circadiano. La 

realización del análisis de manera independiente enriqueció la interpretación de los 

resultados.  

7.8.1 Ratones y dietas 

Además de investigar la reorganización 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 utilizó una cohorte de 22 

ratones de 5 semanas de edad de la cepa C57BL/6J alojados en la Unidad de Modelos 

Biológicos 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 excepción 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 únicamente ratones obesos. Las calorías de esta dieta están organizadas de 
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la siguiente manera: 15% proveniente de proteína, 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 determinó 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 determinó 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 administró al grupo HFN11 una inyección peritoneal de NAD+ (50 

mg/kg) al ZT11, mientras que al grupo HFN23 se le suministró la misma inyección 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 período de 

oscuridad completa, los animales estuvieron en total oscuridad, excepto durante los 

momentos de inyección, donde se utilizó una luz roja tenue ara administrar las 

inyecciones. Debido a la ausencia de señales de luz externa durante este periodo, es 

más apropiado referirse a los tiempos en términos de Tiempo Circadiano (CT) en lugar 

de Zeitgeber Time (ZT). Se incluyeron controles que recibieron inyecciones de solución 

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

utilizado.  

 

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 comenzó la administración de una inyección 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 Determinación de perfiles de actividad motriz y conducta alimentaria 

En este estudio se determinaron los perfiles de actividad motriz de los ratones. Se utilizó 

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 número de instantes que el ratón 

pasa por debajo del láser. Los datos fueron recabados con el programa OASPAD20 y 

fueron analizados con RhythmicAlly (Abhilash & Sheeba, 2019). RhythmicAlly es un 

programa de código abierto que utiliza R y permite el análisis de datos de naturaleza 

circadiana. RhythmicAlly tiene integrado métodos estadísticos tales como el método de 

Chi-square el cual determina la significancia de la periodicidad al presentarle una serie 

de datos temporales. Además, se utilizó COSINOR, un programa que está basado en la 

utilización de funciones trigonométricas que se ajusta a las variaciones observadas en 

una serie temporal biológica (Cornelissen, 2014)  

7.8.4 Análisis de poder  

El diseño experimental y el tamaño muestral se basaron en estudios previos y en análisis 

de poder. Según Gómez, L. (2020), en una situación ideal, el análisis de poder para el 

experimento realizado sugiere que se requieren 58 individuos por punto de medición, lo 

que resulta en un total de 880 individuos para obtener resultados estadísticamente 

significativos. Sin embargo, es esencial mencionar que, independientemente de lo que 

indica este análisis de poder, los protocolos éticos aprobados para este proyecto no 

permiten un aumento en el tamaño muestral. Esta decisión se basa en el principio de las 

3R (Reemplazo, Reducción y Refinamiento) para garantizar la ética en la investigación 

con modelos biológicos. 

 

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

comité de ética de la unidad de modelos biológicos del Instituto de Investigaciones 
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Biomédicas. Esta evaluación garantiza que el estudio se llevó a cabo siguiendo las 

directrices éticas y considerando el bienestar y la minimización del sufrimiento de los 

individuos involucrados en la investigación. 
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8. RESULTADOS 

8.1 La tinción de cortes de 30 μM de grosor permite la identificación de núcleos 

hipotalámicos.  

 

Utilizando el método Nissl, se logró una tinción exitosa de los cortes coronales de 30μM, 

revelando la localización de los tres núcleos de interés. La identificación del núcleo 

supraquiasmático (SCN) puede ser relativamente directa (Figura 8), utilizando los 

ventrículos laterales como referencia. Sin embargo, la obtención de cortes coronales 

perfectos no es constante, por lo que las referencias superiores pueden no ser totalmente 

fiables, aunque ofrecen una aproximación. 

 

La identificación de los núcleos VMH y ARC fue más desafiante en comparación con el 

SCN. Ambos núcleos se localizan en la misma región en cortes coronales, con el ARC 

situado por debajo del VMH (Figura 9). Típicamente, el ARC y VMH se visualizan en 

aproximadamente tres cortes delgados y tres cortes gruesos después del último corte 

donde se detectó el SCN. Ambos núcleos son visibles en cerca de cinco cortes de cada 

tipo. No obstante, en ciertas ocasiones, se encontró que un núcleo puede manifestarse 

solo en un hemisferio. 

 

Posterior a la identificación de los núcleos, se procedió a la disección bajo microscopio. 

Se tomaron imágenes de referencia previamente para guiar la disección de regiones y 

cortes específicos. Durante todo el proceso, las muestras se mantuvieron congeladas y 

los fragmentos obtenidos se almacenaron en tubos con Trizol. 

8.2 Estandarización del protocolo para qPCR.  

Para estandarizar el protocolo se empleó un cerebro de ratón de prueba para el análisis. 

Se extrajo el RNA de los núcleos SCN, ARC y VMH por separado. Se utilizaron dos 

concentraciones diferentes de cDNA: 1.25ng/μl (muestras nombradas como 50 ng) y 
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3.75ng/μl (muestras nombradas como 150 ng). Se realizó un análisis por duplicado del 

gen de actina en los tres núcleos. Se observó que la concentración de 3.75ng/μl 

proporcionó una mejor resolución en los resultados de qPCR (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 concentración más abundante de RNA comparado con los 

otros núcleos, lo que dificultó el pipeteo preciso de cantidades pequeñas.   

8.3 La expresión de los genes Six6 y Vip es mayor en el SCN en comparación a 

los núcleos ARC y VMH.  

Con el objetivo de comprobar la fidelidad de las muestras utilizadas, se llevó a cabo un 

experimento. Se sabe que Vip y Six6 son genes que abundan en una proporción mayor 

en el SCN del cerebro (Hamnett et al., 2019). Se determinó el uso de B2m como gen de 

referencia debido a que mostró patrones de expresión consistentes en varias pruebas en 

comparación con beta actina, mediante RT-qPCR para evaluar la expresión de Vip y Six6 

en el SCN en comparación con los núcleos 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 

específicamente al ZT12. 
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Figura 11. Expresión de los genes Vip y Six6 en el SCN, el ARC y el VMH 
del hipotálamo en ratones bajo dieta normal (n=5). La expresión relativa 
de los genes de Vip y Six6 se midió mediante PCR en tiempo real en 
muestras de cerebros de ratones sacrificados al ZT12. Los datos fueron 
sometidos a análisis estadístico mediante ANOVA de una sola vía. Las 
muestras del SCN exhibieron una expresión significativamente mayor de Vip 
en comparación con las muestras de ARC y VMH (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001).  

 

La expresión de Vip fue significativamente mayor en las muestras del SCN en 

comparación con ARC y VMH (Figura 11). Este resultado sugiere que el método para la 

disección de tejido hipotalámico logró efectivamente aislar el SCN. Por otro lado, la 

expresión de Six6 en el SCN fue significativamente mayor en comparación con VMH, 

pero no hubo diferencias significativas en comparación con el ARC.   

8.4 La expresión de los genes Pomc y Agrp es mayor en el ARC en comparación 

a los núcleos SCN y VMH. 

Además, se analizaron los genes de Pomc y Agrp, que están involucrados en la 

regulación del apetito y que se expresan en el ARC (Huisman et al.; Rapps et al., 2023). 

Para este experimento, se utilizó el mismo protocolo que en el experimento anterior, 

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

que consumieron una dieta normal y fueron sacrificados al ZT12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Expresión de los genes Agrp y Six6 en el SCN, el ARC y el 
VMH del hipotálamo en ratones bajo dieta normal (n=5). La expresión 
relativa de los genes de Agrp y Pomc se midió mediante PCR en tiempo real 
en muestras de cerebros de ratones sacrificados al ZT12. Los datos fueron 
sometidos a análisis estadístico mediante una ANOVA de una sola vía. Las 
muestras del ARC exhibieron una expresión significativamente mayor de 
Agrp en comparación con las muestras de SCN y VMH (*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001, ****p<0.0001). 

 

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

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

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

mostró diferencias significativas en su expresión.  

8.5 La expresión de los genes Sf1 es mayor en el VMH en comparación a los 

núcleos SCN y ARC. 

Para evaluar la expresión del factor de transcripción de SF1 se realizó 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 

transcripción específico del VMH (Kinyua et al., 2016). Se observó que la expresión de 

Sf1 en el VMH fue significativamente mayor en comparación con el SCN y el ARC (Figura 

13). Esto sugiere que el método de disección logra diseccionar efectivamente al núcleo 

VMH.                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Expresión del gen de Sf1 en el SCN, el ARC y el VMH 

del hipotálamo en ratones bajo dieta normal (n=5). La expresión 
relativa de los genes de Sf1 se midió mediante RT-qPCR en 
muestras de cerebros de ratones sacrificados al ZT12. Los datos 
fueron sometidos a análisis estadístico mediante ANOVA de una 
sola vía. Las muestras del VMH exhibieron una expresión 
significativamente mayor de Agrp en comparación con las muestras 
de SCN y 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 normocalórica e inyección 

salina (CD), ratones con dieta alta en grasas e inyección salina (HF), y ratones obesos 

con inyección de NAD+ al ZT11 (HFN11), se encontró que los ratones obesos tratados 
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con NAD+ al ZT23 (HFN23) tenían cambios significativos en la fase de expresión de los 

genes del reloj en el hígado (Escalante-Covarrubias et al., 2023). Es importante destacar 

que el método de administración utilizado fue una inyección peritoneal, lo que permite la 

entrega directa de la sustancia al torrente sanguíneo y, por lo tanto, la rápida llegada de 

la sustancia a sistemas y órganos, incluyendo el SCN (Al Shoyaib et al., 2019). Los 

cambios en la fase de expresión de genes del reloj en hígado podrían 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 análisis de los transcritos de la maquinaria del reloj en el SCN reveló una inversión en 

la fase de expresión de varios genes clave, incluyendo Bmal1, Cry1, Per1, Per2 y Nr1d1 

(Rev-erbα) debido a la disponibilidad biológica del NAD+ al ZT23 (Figura 19). Para 

determinar el cambio de fase se utilizó CircWave, un programa que hace un análisis de 

regresión armónica lineal que ajusta el perfil de onda para un período de 24 horas. Con 

CircWave se determinó que la transcripción génica de Bmal1 tuvo un retrasó en un 

promedio de 6 horas, mientras que la expresión génica para Per1-2 tuvo un retraso de 

aproximadamente 11 horas. También, la fase de expresión de Cry1 se ha retrasado en 

un promedio de 8 horas y la fase de expresión de Nr1d1 tuvo un ajuste de 

aproximadamente 12 horas (equivalente a la mitad de un día). Los resultados sugieren 

que la reorganización observada en términos de transcripción, fisiología y funciones en 

el hígado por Escalante-Covarrubias (2023) podría ser consecuencia de la 

reorganización 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 expresión de los genes del reloj en el grupo HFN23 (NAD+ al ZT23) con cambios significativos 
en distintos puntos. El análisis estadístico se hizo por una ANOVA de dos vías con post hoc test de Turkey para 
comparaciones múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadística entre CD y HFN11, 
●diferencia estadística entre HF y HFN11, # diferencia estadística entre CD y HFN23, ▪ diferencia estadística entre  
CD  vs  HF, $diferencia estadística entre HFN11 vs HFN23, %diferencia estadística entre HF y HFN23.  

 

A B 

C D 
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El corrimiento de fase causado por la biodisponibilidad de NAD+ posiblemente ha tenido 

un impacto en la fase de transcripción de los genes regulados por el reloj biológico. Por 

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

SCN. 

8.7 El NAD+ cambia la fase de expresión de los genes péptido intestinal 

vasoactivo (Vip) y su receptor (Vipr2). 

La expresión del gen de VIP y su receptor, VIPR2, en el SCN, presentan fluctuaciones 

durante el día y la noche. La pérdida de la señalización de VIP y VIPAC2 (codificado 

por el gen Vipr2) tiene como efecto una disminución en la ritmicidad lo que conlleva a 

también a una disminución en la robustes de las fluctuaciones fisiológicas (Harmar et 

al., 2002; Maywood et al., 2006). VIP se analizó ya que además de tener una oscilación 

bastante robusta, es mayoritariamente controlado por el reloj (Bedont et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 RT-qPCR de los genes de Vip y Vipr2. Se puede observar un cambio de fase en la expresión de 
los genes Vip y Vipr2en el grupo HFN23 (NAD+ al ZT23). No se encontraron diferencias significativas tras el 
análisis estadístico el cual se hizo por una ANOVA de dos vías con post hoc test de Turkey para comparaciones 
múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadística entre CD y HFN11, ●diferencia 
estadística entre HF y HFN11, # diferencia estadística entre  CD  y  HFN23, ▪  diferencia  estadística  entre  CD  
vs  HF, $diferencia estadística entre HFN11 vs HFN23, %diferencia estadística entre HF y HFN23. 

Se encontró que la fase de expresión 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 encontró 

ninguna diferencia significativa en alguno de los puntos de los distintos grupos (Figura 

15).   

A B 
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8.8 El NAD+ promueve un cambio de fase de los genes proquineticina 2 y su 

receptor. 

Las proquinectinas son una clase de quimiocinas con un rol importante en el sistema 

inmune, enfermedades inflamatorias, y con una potencial participación en la 

patogénesis de desórdenes neurológicos (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 encontró la expresión de mRNA de PK2 en el SCN y en otras áreas 

del hipotálamo y en el caparazón del núcleo accumbens (Cheng et al., 2002).  

 

La PK2 es una proteína importante que se encarga de la regulación de varias funciones 

fisiológicas tales como metabolismo, angiogénesis, neurogénesis, respuestas inmunes, 

reproducción e incluso la percepción del dolor. El transcripto de Prok2 oscila de manera 

circadiana en el SCN, alcanzando su pico máximo durante la fase inactiva de los 

ratones (el día subjetivo), Particularmente para las primeras horas de exposición 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 encontró una 

supresión en la actividad locomotora durante la fase activa. Por lo tanto, Prok2, se 

propone como un inhibidor del núcleo supraquiasmático (Prosser et al., 2007). El 

receptor de Prok2 (Prokr2) también participa en la función circadiana. Prokr2 es un 

receptor acoplado a proteínas G que se activa por medio de la proteína PROKR2. Este 

receptor se encuentra en varias áreas del cerebro, incluyendo el SCN y el tálamo 

(Prosser et al., 2007). Su expresión en estas regiones sugiere un rol importante en la 

regulación el sueño y la vigilia. Recientemente se encontró que la red Prok2/Prokr2 

tiene un papel clave en la codificación y la transmisión de sensaciones del tacto 

agradables hacia el cordón espinal (Liu et al., 2022). 
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Figura 16 RT-qPCR de los genes de Prok2 y Prokr2. (A) Resultados de qPCR 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 análisis estadístico se hizo por una ANOVA de dos vías con post hoc test 
de Turkey para comparaciones múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadística entre CD 
y HFN11, ●diferencia estadística entre HF y HFN11, # diferencia estadística entre CD  y  HFN23, ▪  diferencia  
estadística  entre  CD  vs  HF, $diferencia estadística entre HFN11 vs HFN23, %diferencia estadística entre HF y 
HFN23. 

 

Se encontró que la fase de expresión 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 expresión de Prok2. En el caso de Prokr2, se encontró un cambio 

significativo entre los grupos HFN11 y HFN23 lo cual indica que en este punto el 

tratamiento podría estar actuando de manera opuesta en los patrones de expresión de 

este receptor. Debido a que Prok2 ha sido propuesto como un supresor de la actividad 

locomotora es posible que estos cambios de expresión se vean reflejados en los patrones 

de comportamiento.  

8.9 El NAD+ promueve un cambio de fase para el gen Rasd1.  

DEXRAS1 (también conocida como RASD1) es una pequeña proteína de la familia de 

las proteínas Ras. Su descubrimiento se dio gracias a que su expresión incrementa 

significativamente cuando hay una exposición al glucocorticoide sintético 

dexametasona (Kemppainen & Behrend, 1998). La dexametasona es una hormona 

A B 
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esteroidal sintética que posee propiedades antinflamatorias y efectos inmunosupresión. 

DEXRAS1, particularmente, es la única proteína de la familia ras que puede ser 

inducida por dexametasona. Está involucrada en varias vías de señalización las cuales 

son importantes en la función neuronal, el metabolismo, la inflamación, y el cáncer 

(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 rítmica, con su 

pico de máxima expresión 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). Más a 

detalle, DEXRAS1 es un modulador critico de la respuesta del reloj central en señales 

fóticas y señales no fóticas. En los resultados se encontró que la fase de transcripción 

de Rasd1 se invierte en el grupo HFN23 como consecuencia del tratamiento con NAD+, 

este resultado es particularmente evidente al ZT12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 RT-qPCR del gen Rasd1. (A) El análisis estadístico se hizo por 
una ANOVA de dos vías con post hoc test de Turkey para comparaciones 
múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia 
estadística entre CD y HFN11, ●diferencia estadística entre HF y  HFN11,  
# diferencia  estadística  entre  CD  y  HFN23, ▪  diferencia  estadística  
entre  CD  vs  HF, $diferencia estadística entre HFN11 vs HFN23, 
%diferencia estadística entre HF y HFN23. 

 

En la Figura 17 se pueden observar los cambios en la expresión de DEXRAS1. Es 

interesante notar que, se encontraron diferencias significativas entre la mayoría de los 

grupos al ZT12. Es necesario señalar 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 

expresión de DEXRAS1 sugieren que el NAD+ podría regular al SCN de tal manera que 

cambie su sensibilidad a la luz.  

8.10 El NAD+ no cambió de manera significativa los patrones de expresión del 

gen zinc finger homeobox 3.  

El zinc finger homeobox 3 (ZFHX3, también conocido como ATBF1) es una proteína 

que actúa como factor de transcripción (Zhao et al., 2016). Zfhx3 está implicado en 

diversos procesos biológicos tales como el desarrollo de las glándulas mamarias, la 

supresión del cáncer de próstata, diferenciación neuronal, y ritmos circadianos 

(Minamiya et al., 2012; Wilcox et al., 2017; Zhao et al., 2016).  

 

Numerosos estudios han identificado una asociación sustancial entre el gen Zfhx3 y los 

ritmos circadianos. Una mutación dominante sin sentido en Zfhx3 se ha relacionado con 

la aceleración de los ritmos locomotores circadianos en ratones y con la alteración de 

la actividad transcripcional de neuropéptidos esenciales para la señalización intercelular 

en el núcleo supraquiasmático (SCN) (Balzani et al.; Parsons et al., 2015). Hughes 

demostró además que ZFHX3 se expresa en muchos tipos de células de la retina, 

incluidas las células ganglionares de la retina intrínsecamente fotosensibles (ipRGC), y 

descubrió 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). 

 

Además, Wilcox llevó a cabo una investigación que implicaba la eliminación inducible 

de Zfhx3 en animales adultos, revelando un período 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 desempeña 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 expresión de este gen (Figura 18)   
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Figura 18. RT-qPCR del gen de Zhfx3.  El análisis estadístico se hizo por 
una ANOVA de dos vías con post hoc test de Turkey para comparaciones 
múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia 
estadística entre CD y HFN11, ●diferencia estadística entre HF  y  HFN11,  
# diferencia  estadística  entre  CD  y  HFN23, ▪  diferencia  estadística  
entre  CD  vs  HF, $diferencia estadística entre HFN11 vs HFN23, 
%diferencia estadística entre HF y HFN23. 

 

8.11 La administración del NAD+ protege de la ganancia de peso en condiciones 

de oscuridad constante 

Los experimentos que se relatan a continuación en ratones vivos se realizaron en 

colaboración con el estudiante de maestría Román Sitten Olea, con el objetivo poder 

manejar el modelo experimental con mayor precisión, y atender a los animales con el 

debido cuidado durante las inyecciones, que debían realizarse rápidamente por el límite 

de tiempo asignado a cada grupo. Por estas razones, los datos crudos de estos 

experimentos se compartieron para ambas tesis de maestría, habiendo sido analizados 

de manera independiente y con herramientas distintas, y obteniendo resultados 

comparables, que se detallan a continuación.  

El pesaje semanal de los ratones permitió determinar el efecto de los tratamientos de 

NAD+ al CT11 y CT23. Los resultados obtenidos son similares a estudios anteriores en 

el laboratorio en donde se ha observado una disminución 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 hipercalórica y recibieron el vehículo con los ratones 

que recibieron el NAD+ al CT11 y CT23 (Figura 19B). Además, el día 21 del tratamiento 

se encontró una diferencia significativa en el peso del grupo HFN23 en comparación 

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 podría estar afectando la manera en que actúa la cronoterapia con 

el NAD+ sobre el peso corporal. No obstante, al trabajar con una n limitada de sólo 6 

animales, y considerando que los 3 grupos no tenían el mismo peso al inicio del 

experimento de cronoterapia, se considera que estos resultados deben ser reforzados 

aumentando el número de animales. 

 

Figura 19. Efecto del tratamiento con NAD+ a los CT11 y CT23 en el peso corporal de ratones con dieta 

hipercalórica. Está figura evalúa el impacto del NAD+ administrado diariamente por inyección intraperitoneal 
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en ratone sometidos a una dieta hipercalórica. 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+ 

comenzó en la semana 4 y continúo 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 análisis estadístico se hizo por una ANOVA de dos vías con post hoc test de Turkey haciendo comparaciones 

múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadística entre HF y HFN11, $diferencia 

estadística entre HF y HFN23, +diferencia estadística entre HFN11 y HFN23. n= 6 animales por grupo. 

8.12 La administración del NAD+ no cambia el consumo de alimentos. 

En este estudio, se evaluó el efecto de la cronoterapia con NAD+ en la ganancia de peso y el 

consumo de alimentos de ratones con dieta hipercalórica bajo diferentes condiciones de luz y 

oscuridad. En el análisis de consumo alimenticio en relación con el peso corporal (Figura 20A), 

no se encontraron diferencias si0gnificativas entre los grupos en las tres etapas del 

experimento. Se observó un patrón 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 ahí, 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 encontró 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 

observó 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 hipercalórica, 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 
hipercalórica. Se muestra la comparación 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) Kilocalorías 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 análisis estadístico se hizo por una 
ANOVA de dos vías con post hoc test de Turkey para comparaciones múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P 
<0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadística entre HF y HFN11, $diferencia estadística entre HF  y  
HFN23,  + diferencia  estadística  entre  HFN11 y  HFN23. 

 

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

tratados con NAD+ al CT11.  

Debido a que el NAD+ provocó cambios en la fase de expresión de la maquinaria del 

reloj en el SCN se procedió 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 más 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 períodos 

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

Por otra parte, los ratones del grupo HFN11, mostraron una supresión de la actividad al 

comienzo de la fase activa (Figura 22; Figura 24B). Esto significa que experimentaron 

una disminución en su actividad motriz al inicio del período en el que normalmente son 

más activos. Esta supresión de la actividad no se vio afectada ni al inicio, ni al final de 

la actividad de los ratones del grupo HFN23. En la cuantificación de la actividad motriz, 

se observaron algunos cambios significativos en relación con la influencia del período 

de DD. En el grupo HF, se observaron cambios significativos en la actividad motriz 

durante la oscuridad completa. Particularmente, se observó 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 inyección salina. La sección oscura de la imagen refleja los días 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 inyección. La sección oscura de la imagen refleja los días 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 inyección. La sección oscura de la imagen refleja los días en los cuales 
los ratones estuvieron en oscuridad completa 
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Figura 24. Cuantificación de la actividad motriz por hora de los grupos HF, HFN11, y HFN23.Esta 
información 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 más tratamiento con NAD+) y DDT (Oscuridad completa más tratamiento 
con NAD+ o solución salina) La señal, representada en el eje Y, se mide en unidades arbitrarias 
(valores/bin). Las líneas punteadas en la gráfica señalan las variaciones en el comportamiento de un 
tratamiento con inyecciones de solución 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 análisis estadístico 
corresponde a una ANOVA de dos vías con post hoc test de Tukey(α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; ***P 
< 0.001. *diferencia estadística entre LD y LDT, $ Diferencia estadística entre LD y DDT, # diferencia 
estadística entre LDT y DDT.   
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Figura 25 Cuantificación de la actividad motriz cada 30 minutos de los grupos HF, HFN11, y 
HFN23.Esta información 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 más tratamiento con NAD+) y DDT (Oscuridad completa 
más tratamiento con NAD+ o solución salina). La señal, representada en el eje Y, se mide en unidades 
arbitrarias (valores/bin). Las líneas punteadas en la gráfica señalan las variaciones en el comportamiento 
de un tratamiento con inyecciones de solución 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 análisis 
estadístico corresponde a una ANOVA de dos vías con post hoc test de Tukey(α=0.05), *P < 0.05; **P 
<0.01; ***P < 0.001. *diferencia estadística entre LD y LDT, $ Diferencia estadística entre LD y DDT, # 
diferencia estadística entre LDT y DDT.   

8.14 El tratamiento con NAD+ resulta en un cambio significativo del período y de 

la amplitud del ciclo de actividad.   

Se encontraron cambios significativos en el período (determinado con RhythmicAlly; 

sección 6.8), del ciclo de actividad los ratones como resultado del tratamiento con NAD. 

Esto indica que la administración de NAD+ tuvo un impacto en la duración 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 relación con los períodos tienen una 

confiabilidad similar. Esto significa que la precisión y la consistencia de los datos sobre 

los períodos se mantienen a pesar del tratamiento con NAD+.  
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Figura 26 Análisis de los períodos a partir de los datos de movimiento. (A) El período más probable 
por el método de periodograma de Chi-square. (B) La potencia la certeza con la cual se ha calculado el 
período. El análisis estadístico se hizo por una ANOVA de dos vías con post hoc test de Turkey para 
comparaciones múltiples (α=0.05), *P < 0.05; **P <0.01; 

Por otro lado, el análisis con COSINOR indicó cambios en la amplitud de los períodos y la 

robustez del ritmo tras el tratamiento con NAD+. En ambos grupos, HFN11 y HFN23, se 

observaron disminuciones significativas en la amplitud. Esta disminución en amplitud 

corrobora la reducción 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 duración del período circadiano como la robustez de los ritmos circadianos en 

ratones.  La disminución en la amplitud y la robustez del período podría indicar posibles 

disturbios en la actividad nocturna.  
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Figura 27 Evaluación 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 gráfica de 
la amplitud de los ritmos circadianos, calculada utilizando el software COSINOR, donde la amplitud 
indica la magnitud o rango de variación del ritmo biológico. (B) Representación gráfica de la robustez 
del ritmo circadiano, también determinada por COSINOR. Se observó una disminución significativa 
en la robustez para los grupos HFN11 y HFN23, sugiriendo una menor confiabilidad en la 
información de los ritmos para estos grupos. El análisis estadístico se hizo por una ANOVA de dos 
vías con post hoc test de Turkey para comparaciones múltiples (α=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 cuantificó el movimiento por análisis de área bajo la curva de la 

cuantificación de la actividad motriz. Es interesante notar que, solo se encontraron 

diferencias significativas en el grupo HFN23 (Figura 31) en donde se encontró que el 

tratamiento con NAD+ al ZT23 produce una disminución en la actividad motriz cuando 

este se administra en condiciones de luz oscuridad.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Cuantificación de movimiento de ratones. La cuantificación 
se calculó a partir del área 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 análisis estadístico se hizo por una ANOVA de dos vías con 
post hoc test de Turkey para comparaciones múltiples (α=0.05), *P < 0.05; 
**P <0.01 
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 9. DISCUSION 

 

La técnica de tinción de Nissl es ampliamente utilizada para la identificación de 

estructuras neuronales en cortes de tejido cerebral (Bolon et al., 2013). En este estudio, 

esta técnica se demostró efectiva para la identificación de los núcleos hipotalámicos. 

 

La estandarización del protocolo para qPCR utilizando un cerebro de ratón de prueba y 

RNA extraído por separado de los núcleos 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 pequeñas muestras de tejido 

obtenidas. La concentración de cDNA 3.75ng/μl permitió evaluar una buena cantidad de 

genes y al mismo tiempo no tener un sacrificio significativo en la resolución de los 

resultados de qPCR.  

 

Las pruebas a genes que presentan una mayor expresión en SCN, ARC y VMH fueron 

un punto importante para evaluar si las muestras obtenidas correspondían a los núcleos 

de interés. Primero, se utilizó el gen de Vip, para verificar si el SCN se había 

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 análisis estadístico sugieren que la disección del SCN fue exitosa, ya 

que se encontró de manera significativa una mayor expresión del gen de Vip en este 

núcleo en comparación con los otros núcleos de interés. Consecuentemente, una mayor 

expresión relativa significa que las muestras serán más fiables.  

 

Es importante señalar que se utilizó 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 expresión de Six6 tiene una expresión alta en el SCN (Wen 

et al., 2020). Sin embargo, también se ha reportado que este gen también se expresa 

en otras regiones hipotalámicas además de que está 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 áreas hipotalámicas (Conte et al., 2005). Esto sugiere 

que su expresión podría cambiar a medida que los ratones crecen.  

 

También se hizo la evaluación de genes importantes para el ARC: Pomc y Agrp. Estos 

genes están involucrados en la regulación de la ingesta de alimentos, donde la 

melanocortina, producto del procesamiento de POMC actúa como señalizador de la 

saciedad y AgRP como regulador del impulso de comer (Kwon & Jo, 2020). La 

evaluación 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 

disección del ARC fue efectiva.  

 

Los resultados mostraron que los niveles de expresión de Pomc y Agrp fueron mayores 

en las muestras del ARC en comparación 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 análisis estadístico se encontró que solo la expresión de Agrp 

en ARC fue significativamente diferente de la en SCN y VMH, más no la de Pomc. Una 

posible explicación es que la expresión de Pomc en el ARC puede ser más variable que 

la de Agrp, lo cual pudo haber contribuido a una falta de diferencia significa en los 

niveles de expresión de Pomc entre las muestras de los distintos grupos. Cabe destacar 

que la expresión de Pomc y Agrp varía a lo largo del día (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 más favorables para Pomc 

que para Agrp. Esto se debe a que la expresión de estos genes cambia durante el día 

(Stütz et al., 2007). Un estudio interesante sería evaluar los niveles de expresión de 

Pomc y Agrp a lo largo del ciclo de 24 horas, lo cual permitiría determinar con mayor 

precisión como estos genes contribuyen a regulación del apetito y la ingesta de 

alimentos en el tratamiento de NAD+.     
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Se encontró que la administración del NAD+ al ZT23 puede tener un efecto significativo 

en la regulación de genes del reloj en el SCN, por lo tanto, en el reloj circadiano. El 

análisis de los transcritos de la maquinaria del reloj en el SCN arrojó que el NAD+ 

provocó cambios considerables en la fase en la que se expresan Bmal1, Nr1d1, Cry1, 

Per1 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 disrupción en 

los ritmos circadianos además de que una gran cantidad de genes, inesperadamente, 

adquieren comportamiento oscilatorio circadiano (Guo et al., 2021). Particularmente, en 

los núcleos hipotalámicos, se ha encontrado que una dieta alta en grasas puede 

provocar alteraciones en la expresión del reloj molecular (Oosterman et al., 2015). 

Varias investigaciones sugieren que un cambio en la expresión de fase de Bmal1 puede 

resultar en cambios en los ritmos circadianos y en procesos metabólicos (Ikeda, 2014; 

Woon et al., 2007). Es posible que el cambio de fase observado en Bmal1 en el grupo 

HFN23 genere cambios que no permitan que el NAD+ actúe con sus propiedades 

protectoras hacia la ganancia de peso tan eficientemente como sucede en el grupo 

HFN11. Por otra parte, Nr1d1, gen que codifica para REV-ERB, tiene una relación 

estrecha con la expresión de BMAL1/CLOCK. Al ser REV-ERB un represor de la 

transcripción de Bmal1 encontramos una relación inversa en la expresión de estos 

(Guillaumond et al., 2005).   

 

El análisis de los genes del reloj también muestra cambios para Per1, Per2 que son 

consistentes con la literatura y que podrían afectar el funcionamiento del SCN. Per1 y 

Per2 muestran oscilaciones circadianas las cuales llegan a su punto máximo durante la 

noche y bajan durante el día (Yan et al., 1999). (Riddle et al., 2017). La expresión de 

Per1 y Per2 varía en el SCN lo que sugiere que su distribución está relacionada a la 

codificación y comunicación de información temporal (Riddle et al., 2017). Se ha 

encontrado que Per2 es importante para la determinación del período en el SCN 

(Pendergast et al., 2010). Mientras que Per1 es requerido para la ruta de remodelación 

de lípidos a través de las proteínas ancladas por GPI. En este estudio, la expresión de 

Per1 y Per2 tuvieron patrones de expresión similares en los diferentes grupos. Esto es 

coherente con previos análisis en la expresión de estos genes (Matsui et al., 2005).  El 
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cambio de fase observado en el grupo HFN23, podría tener efectos sobre el periodo 

circadiano. Por último, la expresión de Cry1 se observa de manera opuesta a Per1 y 

Per2. 

 

Las proteínas CRY1 y CRY2 desempeñan papeles esenciales en el mantenimiento de 

los ritmos circadianos. Se ha encontrado que la ausencia de ambas proteínas conduce 

a la pérdida de la ritmicidad circadiana (van der Horst et al., 1999). En este estudio hay 

un cambio de fase en Cry1 con una disminución en la robustez circadiana. El retraso 

de fase observado en la expresión de CRY1 podría alterar potencialmente el equilibrio 

regulador dentro del reloj circadiano. El retraso de fase observado en la expresión de 

CRY1 podría ser parte del mecanismo por el cual actúa el NAD+ ya que CRY1 y CRY2 

pueden actuar como inhibidores de CLOCK-BMAL1 independientemente de la 

presencia de luz (Griffin et al., 1999). Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas en la expresión de CRY1 en los distintos grupos. Un análisis interesante 

podría estudiar también la expresión de CRY2 y hacer una comparación en CRY1. 

 

En resumen, la alteración del programa circadiano en el SCN podría comprometer la 

eficiencia del sueño y el rendimiento cognitivo. Se ha encontrado que varias 

enfermedades psiquiátricas, neurológicas y metabólicas están relacionados con 

mantenimiento de los ritmos circadianos (Roh et al., 2012; Xie et al., 2013). El SCN 

tiene proyecciones que van desde el hipotálamo hasta el área subcortical y del tronco 

encefálico (Colwell, 2011; Gizowski et al., 2016). El área subcortical está involucrada 

en la regulación de emociones mientras que el tronco encefálico es el centro por el cual 

se controlan funciones involuntarias como el movimiento de los músculos del estómago 

que son necesarios para la digestión de los alimentos. Los cambios observados en el 

SCN al ZT23 podrían comprometer la calidad de los procesos involuntarios. Uno de los 

puntos a resaltar en este estudio es que los cambios en la expresión de la maquinaria 

del reloj en el hígado podrían ser regulados a través del SCN. Ahora, considerando que 

el SCN se encuentra en la cima jerárquica de la regulación de los ritmos circadianos es 

posible que haya también cambios de fase en otros órganos o regiones cerebrales. Más 
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estudios son necesarios para determinar el grado de alcance sobre el reloj biológico 

que tiene el NAD+. Sin embargo, los cambios de fase, producto del tratamiento de NAD+ 

observados en este estudio, podrían utilizarse como suplemento para combatir los 

efectos negativos de los viajes entre zonas con distintos horarios.  

 

Además, se seleccionaron ciertos genes que están involucrados con la sincronización 

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 regulación de 

factores que interpretan señales 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 expresión de Vip con la edad. 

Específicamente, se encontró que envejecer modifica el patrón de expresión del mRNA 

del VIP en el SCN (Krajnak et al., 1998). Se ha encontrado una correlación entre los 

niveles de NAD+ y el envejecimiento en los cuales podrían también estar actuando los 

niveles de Vip (Covarrubias et al., 2021). Por último, los cambios transcripcionales que 

ocurren en los niveles de Vip, incluso en condiciones de luz y oscuridad, sugiere que 

las rutas de sincronización por luz están 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 expresión de Vip en el SCN en condiciones de oscuridad completa.  

 

Por otra parte, se ha encontrado que el gen de Vip varía 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 día (Takahashi et al., 1989). Es interesante notar que,  

cuando el experimento se da en condiciones de oscuridad completa (DD), la expresión 

de VIP, así como de su mRNA, no es rítmica (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 evaluó también la expresión de Prok2 y Prokr2, estos genes son importantes para 

varios procesos fisiológicos. En estos genes se encontraron las diferencias más 

marcadas y significativas en los cambios de fase provocados por el tratamiento de ZT23. 

Magnan descubrió que PROK2 está 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 relación con el metabolismo.  

 

Asimismo, se hizo la evaluación de Rasd1. Existe información limitada sobre la expresión 

y el metabolismo de Rasd1 en el SCN. Takahashi (Hirokazu Takahashi et al., 2003) 

descubrió que el gen Rasd1, se expresa de forma rítmica circadiana en el SCN de 

ratones. Esto es consistente con nuestros resultados. Sin embargo, este trabajo no 

aborda directamente la expresión o el metabolismo de Rasd1. Garvey encontró que Rad, 

una GTPasa, está positivamente correlacionada con el IMC y el porcentaje de grasa 

corporal, y negativamente correlacionada con la tasa metabólica en reposo, pero no 

aborda Rasd1 o el SCN (Garvey et al., 1997). En general, la información sobre la 

expresión y el metabolismo de Rasd1 en el SCN es limitada en los artículos recopilados, 

es necesaria más información. Dada la relación entre Rasd1, Rad y el índice de masa 

corporal, es posible que esta proteína esté involucrada en la regulación del peso corporal 

en ratón.   

 

También, se estudió el gen de Zfhx3, el cual es importante en metabolismo y 

diferenciación neuronal con una estrecha relación a ritmos circadianos. Parsons 2015 

descubrió que una mutación sin sentido en ZFHX3 acelera los ritmos circadianos en 

ratones, y que ZFHX3 regula la transcripción a través de la interacción directa con 

motivos AT predichos en genes diana. Se descubrió que una mutación sin sentido en 

ZFHX3 altera el metabolismo y la expresión génica hipotalámica en ratones, 

probablemente alterando la expresión de neuropéptidos clave en el núcleo arqueado. 

Sería interesante evaluar el efecto de los neuropéptidos del núcleo arqueado 

considerando que pueden ser afectados por ZHFX3 (Patrick et al., 2022). Se encontró 

que ZFHX3 es crítico para mantener la ritmicidad en el sistema circadiano de mamíferos 
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adultos (Wilcox et al., 2017). Curiosamente, se encontró que para este gen no hubo un 

cambio de fase para el grupo HFN23. Sin embargo, con el tratamiento a HFN11 si se 

encontró un cambio de fase. Esto sugiere que HFN23 está generando un cambio de fase 

solo sobre algunos genes cíclicos.  

 

El presente estudio investigó el efecto de los tratamientos de NAD+ administrados a 

diferentes tiempos circadianos, CT11 y CT23, en relación con el peso corporal de ratones 

que consumieron una dieta hipercalórica 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 disminución significativa en el peso corporal de los 

ratones en comparación con los ratones control que recibieron una inyección salina. Sin 

embargo, es importante señalar que la disminución de peso corporal fue mayor para el 

grupo que recibió 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 reducción de peso corporal, aunque los mecanismos subyacentes de este 

mecanismo no son claros.  

 

En concordancia con investigaciones anteriores realizadas en nuestro laboratorio, se 

observó una disminución en el peso en los animales tratados con NAD+. Estos hallazgos 

respaldan la noción de que el NAD+ tiene propiedades beneficiosas en la regulación del 

peso corporal. En primer lugar, al analizar el consumo alimenticio en relación 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 comparación con los grupos de 

control. 

 

Sin embargo, se observó un patrón particular en el consumo alimenticio de los ratones 

pertenecientes al grupo HFN11. Estos ratones disminuyeron significativamente su 

consumo durante la primera semana del inicio del tratamiento y curiosamente, cuando 

se les eliminó 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 encontró una diferencia 

significativa en el consumo de alimentos en relación 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 hipercalórica, este efecto no se 

debe directamente al consumo total de alimentos, al menos en el período 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 relación 

entre la cronoterapia con NAD+ y la conducta alimentaria en ratones. Se requiere una 

mayor investigación para comprender completamente los efectos del NAD+ en la 

regulación del consumo de alimentos y la ganancia de peso, así 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 expresión 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 raíz 

de esto, la luz ya no actúa como un sincronizador. Aparentemente, el NAD+, podría 

actuar como un agente sincronizador de la actividad y posiblemente otros factores. Se 

observaron patrones interesantes que proporcionan información relevante sobre los 

efectos del NAD+ en el ritmo circadiano y actividad motriz de los ratones. En cuanto al 

tratamiento con NAD+, se observó que los ratones del grupo HFN11 experimentaron 

una supresión de la actividad al comienzo de la fase activa, mientras que esta supresión 

no se vio en el grupo HFN23 o grupo control, HF. Además, se encontraron cambios 

significativos durante la oscuridad completa en el grupo HFN23 que indican un patrón 



93 

de sueño distinto. Sin embargo, más datos son necesarios para corroborar el efecto del 

tratamiento con NAD+ al CT23 en los patrones de sueño.   

 

El papel sincronizador del NAD+ podría esclarecerse al mejorar la resolución de los 

patrones de comportamiento incrementando el tiempo experimental. Un punto clave 

sería el incluir a ratones con una dieta normocalórica en el estudio. A pesar de que 

algunos ratones redujeron notablemente su peso, no mostraron cambios en las 

dinámicas 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 tinción de Nissl es efectiva para la identificación de núcleos 

hipotalámicos en cortes de tejido cerebral.  

2. La expresión de genes específicos del SCN fue útil para verificar la correcta disección 

de los núcleos de interés.  

3. El aumento de la concentración de NAD+ en un momento específico del día, funciona 

como un señalizador de tiempo y capaz de reprogramar el reloj circadiano del SCN.  

4. Los cambios en la expresión de los genes del reloj (Bmal1, Nr1d1, Cry1, Per1, Per2) 

tienen un efecto en el comportamiento circadiano de ratones obesos.   

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

 

 

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

 

 

 

 

APÉNDICE A. Gelatinización de Laminillas 

 

Preparación de la solución de gelatina:  

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

adecuado.  

b. Se añadieron 0.125 g de sulfato de potasio y cromo a la gelatina.  
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c. Se agregaron 250 mL de agua destilada (ddH2O) al recipiente con la gelatina y el 

sulfato de potasio y cromo.  

d. Se cubrió el recipiente con papel de aluminio para evitar la evaporación y 

contaminación.  

e. Se colocó el recipiente en un baño de agua con agitación y se calentó 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 filtró la solución de gelatina para eliminar cualquier partícula o 

impureza presente. 

g. Se dejó enfriar la solución filtrada a temperatura ambiente.  

 

Preparación de las laminillas: 

a. Se preparó una solución 1:1 de ácido acético glacial y etanol al 95% en un recipiente 

adecuado.  

b. Se sumergieron las laminillas de vidrio en la solución 1:1 de ácido acético glacial y 

etanol al 95% durante unos minutos para desengrasarlas y eliminar cualquier residuo. 

c. Se retiraron las laminillas de la solución desengrasante y se enjuagaron en dos baños 

de agua destilada, cambiando el agua frecuentemente para eliminar cualquier residuo 

químico o contaminante. 

 

Gelatinización de las laminillas:  

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

asegurándose de que estuvieran completamente cubiertas.  

b. Pasados los 5 minutos, se retiraron las laminillas de la solución de gelatina y se dejó 

que el exceso de líquido escurriera suavemente.  

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

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

para evitar rayaduras o daños en la superficie. Además, se recomendó realizar este 

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

indeseadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÉNDICE B. Primers 

 

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

Primer  Secuencia   

Agrp  Rv CAGAAGCTTTGGCGGAGGT 

Agrp Fw AGGACTCGTGCAGCCTTACAC 

Avp Fw GCTGCCAGGAGGAGAACTAC 

Avp Rv AAAAACCGTCGTGGCACTCG 
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B2m  Fw GGTCTTTCTGGTGCTTGTCTCA 

B2m Rv GTTCGGCTTCCCATTCTCC 

Bactin Fw GGCTGTATTCCCCATCG 

Bactin Rv CCAGTTGGTAACGCCATGT 

Bmal1 Fw CCAAGAAAGTATGGACACAGACAAA 

Bmal1 Rv GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT 

Cry1 Fw CTGGCGTGGAAGTCATCGT 

Cry1 Rv CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG 

Cry2Fw Rv ACTGGTTCCGCAAAGGACTA 

Cry2Rv Fw GGTCGAGGATGTAGACGCAG 

DEXRAS1 Fw CCACACAACCTGAGGACCTT 

DEXRAS1 Rv TTCACAGCAGGTGACTGTCC 

Grpfor Fw GCCTCTCAGTCTCCAGCCTA 

Grprev Rv GCAGTTCCTCCCTTTTCCTT 

Nr1D1 Fw GGGCACAAGCAACATTACCA 

Nr1D1 Rv CACGTCCCCACACACCTTAC 

Per1 Fw GTGCACAGCACCCAGTTCCC 

Per1 Rv ACCAGCGTGTCATGATGACATA 

Per2 Fw GGCTTCACCATGCCTGTTGT 

Per2 Rv GGAGTTATTTCGGAGGCAAGTGT 

Pomc Rv CTGCTTCAGACCTCCATAGATGTG 

Pomc Fw CAGCGAGAGGTCGAGTTTG 

Prok2 Fw CCCCCTGACTCGGAAAAGTC 

Prok2 Rv TCCTTAAACACGCCAAGCCT 



112 

Prokr2 Fw GCAAGCCTCAACCAGAGCTA 

Rfx4For Fw GGCATAGCGGTGAAGGAGAG 

Rfx4Rev Rv AAAGTCTGGCAGCAATGTCC 

Sf1 Fw CTGTGCGTGCTGATCGAATG 

Sf1 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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APÉNDICE C. Dieta alta en grasas
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