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Cronobiologia en la calle

El Sr. y la Sra. Defase llevan 27 afios casados y constituirian una pareja ejemplar si no fuera por que sus

horarios no suelen coincidir. Es mas, alguno de sus amigos intimos asegura que la razén por la que llevan juntos mas
de un cuarto de siglo es justamente porque sélo conviven durante una a dos horas diarias. La Sra. Defase despierta
todos los dias entre 4:00 y 4:30 h de la mafiana y dedica sus primeras horas a hacer parte de su trabajo como
traductora. A las 7:00 h despierta a su hija e hijo para prepararlos para la escuela, les sirve el desayuno y poco antes
de las ocho los lleva a la escuela y llega a su oficina a las 8:30 h. Alrededor de las 16:00 h usualmente ya esta camino
de vuelta a casa. El Sr. Defase se levanta poco después de las 10:30 h cuando ya los nifios y su esposa llevan varias
horas de actividad. Luego de una hora de despertar forzado a fuerza de aseo y café se dirige a su oficina en la que
trabaja como programador. En su oficina sélo trabaja desde el medio dia hasta las 17:00 h, hora a la que se suele
encaminar a casa. Por la tarde, el matrimonio y sus dos hijos comparten de una a dos horas durante las que tiene
lugar la cena. Alrededor de las 7:30 h la Sra. Defase se prepara para ir a dormir y sostiene que ya a las 20:00 h no
podria mantenerse en pie, hora a la cual suele estar profundamente dormida. Los nifios van a dormir alrededor de las
22:00 h y entre esta hora y las 2:00 h de la mafiana es cuando el Sr. Defase aprovecha la quietud nocturna para
escribir gran parte de sus programas. El Sr. Defase nunca esta dormido antes de las 3:00 h. Los Defase han intentado
todo tipo de sacrificios y terapias para lograr estar en sincronia pero todos los intentos que ella ha hecho para
volverse mas nocturna o él para volverse mas diurno resultaron en horribles veladas seguidas de dias en los que no
podian trabajar eficientemente. Estos intentos de sincronia indefectiblemente terminaban en peleas en las que ella lo
acusaba de “murciélago trasnochador” y él a ella de
“gallina que despierta aln antes de que salga el sol”.
El matrimonio convive serenamente durante los
fines de semana entre 11 de la mafiana y 7 de la
tarde, y ha abandonado todo intento de
sincronizacion mutua porque aseguran que les
resulta imposible llevar el horario del otro. Quiza los
tranquilizaria saber que el horario al que tan
obstinadamente se ajustan no es nada mas ni nada
menos que una consecuencia de la herencia
genética de cada uno. La Sra. Defase es portadora
de una mutacion en unos de los genes que
constituye un engranaje molecular de su reloj
circadiano y produce un fenotipo matutino extremo.



El Sr. Defase tiene un polimorfismo en otro de los engranajes moleculares de su reloj que lo vuelve extremadamente
nocturno. Ambos pueden conservar una calidad alta de vida, y de relacion de pareja, mientras respeten el mandato de
sus relojes bioldgicos y estén activos y reposando cuando el reloj lo dictamina.
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1. Introduccion

Los ritmos circadianos son oscilaciones fisioldgicas y comportamentales de periodos cercanos a 24 h que
se encuentran sincronizadas con el dia solar. La persistencia de estos ritmos en condiciones constantes de
laboratorio se interpreta como evidencia de la existencia de un mecanismo endégeno automantenido que genera
estos ritmos, es decir un reloj biologico. El descubrimiento de los primeros mutantes circadianos en Drosophila
representd un paso fundamental en la demostracion de que la generacion de los ritmos circadianos es no sélo
enddgena sino que tiene un sustrato genético. Es decir, que existen genes especificos, cuya expresion esta
involucrada en la generacion de los ritmos.

En mamiferos, la investigacion estuvo dedicada durante varias décadas a identificar el(los) centros neurales
en los cuales los relojes 0 marcapasos circadianos podian estar localizados. Dicha bisqueda trajo como resultado la
demostracién de que el control maestro de los ritmos circadianos es llevado a cabo por osciladores ubicados dentro
del nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo. La localizacién y especificidad funcional que los ritmos
circadianos encuentran en el NSQ es un fenémeno Unico en el sistema nervioso central, que combinado con la
reciente identificacién de los componentes moleculares del reloj circadiano crearon un terreno fértil para el crecimiento
dramatico del conocimiento de las bases celulares y moleculares de la ritmicidad circadiana. El sistema circadiano de
mamiferos se ha transformado de esta manera en un sistema ideal para el estudio de las bases neurales de la
fisiologia y el comportamiento, en el cual fendémenos bioldgicos que involucran al organismo completo pueden ser
asociados a la expresion de unos pocos genes en un pequefio grupo de neuronas anatémicamente identificables.

2. |dentificacion de los componentes moleculares del reloj

2.1. Componentes de un sistema circadiano: perillas, engranajes y alarmas

La identificacion de los componentes basicos de un sistema circadiano (figura 1) es tan importante para el estudio de
las bases moleculares de la ritmicidad circadiana como lo es para el estudio del sistema circadiano en todos los
niveles de organizacién. Todo sistema circadiano consta de uno o mas osciladores circadianos (los engranajes del
reloj), vias de entrada que transmiten informacion acerca del ciclo ambiental que sincroniza a estos osciladores (las
perillas para poner en hora el reloj) y vias de salida por las que los osciladores transmiten su informacion temporal al
resto del organismo y que permiten la expresion de los ritmos fisioldgicos y comportamentales (la alarma del reloj, si
tomamos el caso especifico de un reloj despertador). Si la Unica salida ritmica que midiéramos en nuestro reloj fuera
la alarma que suena cada dia a la misma hora y quitdramos la campanilla del despertador podriamos concluir que
eliminamos un componente critico de la maquinaria oscilatoria del reloj. Analogamente, la eliminacidon de un gen
involucrado en la expresion de los ritmos especificos que podemos medir puede hacernos concluir, en forma errénea,
que dicho gen es un componente critico del mecanismo oscilador. ;Cémo es posible establecer si un gen es un
componente esencial del oscilador o si se encuentra en las vias de entrada o de salida? ;Cuéles son las condiciones
para que un gen sea considerado un gen reloj? Es decir, un gen cuyos productos estan involucrados en la generacién
de ritmicidad circadiana. La funcién de un gen esta determinada por la funcion de su producto proteico. Por lo tanto, el
gen podra ser considerado un componente critico del reloj, si el proceso molecular o bioquimico que depende de su
producto proteico es esencial para mantener al reloj oscilando. La eliminacion de este gen deberia detener la

4



oscilacién y el organismo en cuestion deberia tornarse arritmico. Como veremos, sin embargo, pocos de los genes
reloj conocidos han pasado esta estricta prueba cuando se los elimina mediante una mutacién nula (knock out, KO).
No existe, en realidad, una lista magica de criterios que definan inequivocamente a un componente critico del reloj.
Mas aun, se ha sugerido que, dada la complejidad de los sistemas circadianos que se conocen hasta el momento, el
concepto de componente critico del reloj carece de validez. No obstante, definir criterios basicos es sumamente
importante para establecer un marco de referencia para la formulacion de hipétesis y predicciones con respecto al
papel jugado por un gen o un proceso bioquimico en el mantenimiento de la ritmicidad circadiana.

Figura 1. Componentes basicos de todo sistema circadiano. La organizacion del sistema circadiano en vias de entrada, el reloj 0 marcapasos
circadiano, y vias de salida que permiten la expresion de los ritmos es comun a todos los organismos. Esta organizacién es fundamental para el
estudio de sistemas circadianos en todos los niveles de organizacion, incluyendo el molecular y celular. El ciclo de luz-oscuridad es el sincronizador
principal en la mayoria de los organismos. En mamiferos, la informacion fética es transducida por la retina, que a su vez transmite esta informacion
al reloj circadiano maestro ubicado en el NSQ. EI NSQ transmite su ritmicidad circadiana intrinseca al resto del cerebro y de este modo organiza
temporalmente procesos fisioldgicos y comportamentales. La presencia de ritmos circadianos tales como el ciclo de suefio-vigilia es el resultado de
esta organizacion temporal.

Histéricamente, el supuesto componente del reloj debia mantener él mismo una oscilacion circadiana, ya
que era considerado una variable de estado del oscilador. Esto limitaria los componentes del reloj a aquellas
proteinas o genes que directamente forman parte del ciclo de retroalimentacion que constituye al reloj (ver abajo). Sin
embargo, solo algunos de los componentes criticos conocidos cumplen con esta condicion. Existen varias proteinas
cuyos niveles no oscilan y, no obstante, son criticas para el funcionamiento del oscilador.

Un criterio que ha sido tal vez el mas (til para discernir entre componentes criticos y vias de salida del reloj,
es el criterio de perturbacion. Este criterio presupone que si se perturba un componente critico, como por ejemplo la
expresion de un gen reloj o la actividad de una proteina reloj, en forma aguda deben observarse cambios en la fase
del ritmo medido y si se altera en forma crénica deben observarse cambios en el periodo. Andlogamente, si los
niveles o la actividad del componente son mantenidos constantes, el oscilador deberia detenerse, lo cual se evidencia
con una ausencia de ritmos circadianos en el organismo. Esta prediccidn deberia cumplirse tanto cuando los niveles
son mantenidos en valores constantes altos, por ejemplo mediante la sobre-expresion constitutiva de un gen reloj,
como cuando son mantenidos en valores constantes bajos, por ejemplo a través de una mutacion nula del gen reloj.
Las estrategias de genética directa y reversa (ver abajo), que han sido las mas prolificas en identificar componentes
del reloj, se basan en el criterio de perturbacion. Si bien este criterio contintia siendo el mas importante, y con el que
cumplen todos los componentes del reloj conocidos hasta el momento, el mismo no permite discernir entre vias de
entrada (perillas) y componentes criticos del reloj (engranajes). En principio, cualquier via de entrada que se altere en
forma aguda producira un cambio en la fase del reloj, y si es afectada en forma crénica puede producir cambios de



fase sucesivos que seran indistinguibles de un cambio en el periodo. Este problema se complica ain mas con el
hecho de que algunas de las vias de entrada también oscilan en forma circadiana y pueden ser facilmente
confundidas con variables de estado.

Si el componente critico del reloj es ademas una variable de estado del oscilador, los estimulos que inducen
cambios de fase de los ritmos, tales como pulsos de luz o tratamientos farmacolégicos especificos, deben producir
cambios en los niveles o la actividad del componente critico.

Otro criterio que ha sido particularmente Gtil en mamiferos es el analisis de la expresién in vivo. Dado el
conocido papel del NSQ de marcapasos maestro en mamiferos, es natural presuponer que l0os genes cuya expresion
es critica para la generacion de ritmicidad circadiana deban expresarse en el NSQ. Los genes reloj identificados en
mamiferos, de hecho, tienen alto nivel de expresion en el NSQ. El andlisis de la expresidn de genes reloj in vivo ha
permitido identificar, ademas, osciladores circadianos en otras &reas del sistema nervioso, asi como en tejidos
periféricos.

Finalmente, dado que los componentes y procesos bioquimicos que constituyen los relojes moleculares de
varias especies comienzan a ser entendidos, un nuevo criterio a afiadir a los anteriores es el de establecer el papel
que el supuesto componente tiene en el oscilador molecular ya conocido. Esto no descarta que puedan identificarse
componentes de nuevos relojes moleculares. No obstante, hasta el momento todos los componentes de osciladores
circadianos identificados en cada especie parecen interactuar directa o indirectamente como engranajes del mismo
reloj. Es importante destacar que muy pocos genes reloj han sido sometidos a este criterio en estudios in vivo. En la
mayoria de los casos la interaccion entre los componentes moleculares del reloj, y los procesos moleculares y
bioquimicos que lo constituyen, han sido establecidos en sistemas in vitro y en muchos casos en cultivos de células
diferentes de las presentes en el reloj central. En estos sistemas in vitro, los componentes moleculares no
necesariamente exhiben el mismo comportamiento que in vivo.



2.2. Estrategias para identificar componentes moleculares del reloj

El disefio basico de todo sistema circadiano en sus componentes de vias de entrada, reloj y vias de salida,
dio lugar a dos estrategias para intentar identificar componentes esenciales del reloj. La primera consistié en
determinar cual es la via de entrada por la cual se sincroniza al reloj y luego seguir esa via corriente abajo hasta,
eventualmente, llegar al mecanismo de oscilacion propiamente dicho. La segunda consistio en identificar una via de
salida del reloj que controla un ritmo determinado y estudiar la regulacion de esta via de salida corriente arriba hasta
que eventualmente se llegara a los componentes del reloj que controlan dicha via de salida, y al mecanismo oscilador.
Si bien es ldgico pensar que las perillas del reloj estén de alguna manera conectadas a los engranajes del reloj, y a su
vez estos estén conectados con la campanilla de la alarma del reloj, ninguna de estas dos estrategias ha sido muy
fructifera en la identificacion de los mecanismos que constituyen al oscilador circadiano en mamiferos y otros
animales. No obstante, ambas estrategias permitieron dilucidar algunos de los procesos bioldgicos responsables de la
sincronizacion de osciladores circadianos e involucrados en las vias de salida del reloj.

Figura 2. La estrategia de la genética directa ha identificado mutaciones en genes que constituyen componentes moleculares del reloj
circadiano de diferentes organismos. A. Actogramas de una mosca de genotipo salvaje y tres moscas con mutaciones en el locus per,
obtenidas a partir de una estrategia de mutagénesis inducida. A diferencia de la mosca de genotipo salvaje, los mutantes per?, pers (short) y
per (long) presentan arritmicidad circadiana, periodo circadiano corto (~19 h) y periodo circadiano largo (~28 h), respectivamente. B.
Actograma de un hamster de genotipo salvaje y un heterocigoto para la mutacién tau, identificada como una mutacion espontanea en una
colonia de hamsters de genotipo salvaje. Los periodos circadianos de los genotipos salvaje, heterocigoto (tau/+) y homocigoto (no mostrado)
son de aproximadamente 24, 22 y 20 h, respectivamente. C. Actogramas de un ratén de genotipo salvaje (+/+), un heterocigoto (Clock/+) y un
homocigoto (Clock/Clock) para la mutacion Clock, identificada a partir de una estrategia de mutagénesis inducida. El genotipo salvaje y el
heterocigoto presentan periodos de aproximadamente 23,5 y 25 h, respectivamente. EI homocigoto Clock presenta un periodo circadiano
inicial de 27,5 horas y se torna arritmico después de varios dias en oscuridad constante. LO: Luz-oscuridad; OO: oscuridad constante.



Figura 3. La estrategia de la genética
reversa en el ratén ha permitido
caracterizar la funcién de componentes
moleculares del reloj en mamiferos.
Actogramas de un ratén de genotipo
salvaje (+/+), un homocigoto para una
mutacién nula en el gen Per1 (Per1-/Per1-)
y un homocigoto para una deleccion en el
gen Per2 (Per2-/Per2-). Los mutantes

Una aproximacion experimental que ha sido mas prolifica se ha
basado en el criterio de perturbacion y en la alteracidon directa del
mecanismo oscilador mediante herramientas farmacolégicas, tales como la
inhibicion de la sintesis de proteinas, o genéticas, tales como la
eliminacién o mutacién de genes especificos. No obstante, un cambio en
el fenotipo circadiano frente a una perturbacion debe ser interpretado con
cautela y no siempre indica la alteracién de un componente critico del reloj.
Dentro de las estrategias para perturbar el mecanismo oscilador tanto la
estrategia de la genética directa como la de la genética reversa han tenido
gran éxito en la identificacién de componentes moleculares criticos del
reloj.

En la estrategia de genética directa se avanza del fenotipo hacia
el genotipo. Es decir, se identifican fenotipos circadianos atipicos y
mediante cruzamientos se establece si dicho fenotipo tiene una base
genética y cual es el tipo de mutacién que lo genera. Las mutaciones
pueden ser espontaneas como en el caso de del mutante tau (ver Cuadro
de Especial Interés) del hamster o pueden ser inducidas con agentes
mutagénicos como en el caso de los mutantes del gen period (per) en
Drosophila o el gen Clock en el raton (figura 2). Una vez caracterizados los
mutantes, existen estrategias de mapeo genético y fisico para identificar y
secuenciar los genes mutados, y estrategias moleculares y bioquimicas
para establecer el patron de expresion de estos genes y su funcion. Esta
estrategia es particularmente valiosa para identificar nuevos componentes,
ya que se basa en el efecto que la mutacion de genes al azar tiene en el
fenotipo del organismo, sin hacer ninguna presuposicion acerca de la
funcién especifica de los genes. La principal desventaja de esta técnica es

que la deteccion de mutaciones recesivas requiere muchos cruzamientos.

En la estrategia de la genética reversa se avanza del genotipo hacia el fenotipo. En otras palabras, se
altera, mediante técnicas de ingenieria genética, la expresion de genes especificos cuya funcion se sospecha puede
estar involucrada en el mecanismo oscilador del reloj. Una variedad de técnicas pueden utilizarse para no sélo abolir
la expresion de un gen, como en caso de los KOs, sino también para sobr- expresar un gen especifico o una variante
mutante del gen. Este tipo de abordaje ha sido muy poderoso para identificar componentes del reloj en el raton, tales
como los genes de la familia Per (Per1, Per2) (figura 3) y de los criptocromos (Cry1y Cry2).

Para la aplicacion de técnicas de genética reversa es importante tener genes candidatos. Con este objeto,
se utilizan técnicas de expresion génica diferencial, tales como el “display diferencial” o los microarreglos que
permiten identificar genes nuevos cuya expresion varia en forma circadiana. Ambas técnicas se basan en el supuesto
de que los genes reloj muestran ritmos de expresion. El display diferencial compara DNA complementario (cCDNA)
sintetizado a partir de ARNm extraido a diferentes horas del ciclo circadiano. Aquelllos genes cuya transcripcién varia
en forma circadiana generaran diferentes especies de cDNA. Estos cDNAs pueden ser clonados y secuenciados, y la
identidad de los genes que les dio oringen determinada. La técnica de microarreglos también estudia las diferencias



entre el cDNA proveniente de ARNm extraido a diferentes horas, pero en este caso se determinan los niveles relativos
de cDNA especifico de cada uno de miles de genes ya conocidos. Ambas técnicas detectaran cualquier gen cuya
transcripcion oscile en forma circadiana, incluyendo genes que constituyen genes reloj pero cuya transcripcion se
encuentra bajo control circadiano. Otra fuente de genes candidatos ha sido la homologia de secuencias entre
diferentes especies de animales. La alta conservacion de funcion entre genes de la misma familia en organismos
diversos como Drosophila y mamiferos ha permitido aislar genes homdlogos en decenas de especies de mamiferos.
Tanto las técnicas de genética directa como reversa presentan la limitacién de que aunque una mutacién
especifica, inducida por el método que fuere, no tenga un efecto en el fenotipo circadiano, no implica que el gen

Cuadro de especial interés.

La clasificacion y nomenclatura actual de los genes en
distintas especies nos recuerda la clasificacion de los animales en
el Emporio celestial de conocimientos benévolos (Borges, 1951),
en el que se clasifican a los animales en: (a) pertenecientes al
Emperador, (b) embalsamados, (c) amaestrados, (d) lechones, (e)
sirenas, (f) fabulosos, (g) perros sueltos, (h) incluidos en esta
clasificacioén, (i) que se agitan como locos, (j) innumerables, (k)
dibujados con un pincel finisimo de pelo de camello, (I) etcétera,
(m) que acaban de romper el jarrén, (n) que de lejos parecen
moscas. El nombre de los genes puede referirse a su funcion, o
bien a la carencia de funcion en el primer mutante identificado.
Algunos de los nombres se abrevian con las primeras tres letras
del nombre completo del gen, mientras que otros se abrevian con
las siglas de la proteina para la que codifican. Algunos genes con
funcién practicamente idéntica en especies diferentes llevan
distinto nombre, y otros con funciones diferentes llevan el mismo
nombre! A algunos miembros de la misma familia de genes se los
distingue entre si agregandole al nombre del gen un niumero, a los
de otras familias agregandoles letras griegas y a los de otras
agregandoles letras mayusculas. En general, cuando nos
referimos a genes de mamiferos, la primer letra del gen es
mayuscula, mientras que en Drosophila, todas las letras son
minusculas... No obstante, abundan las excepciones. A pesar de
estas arbitrariedades, en este capitulo, en honor a Jorge Luis
Borges, mantendremos la nomenclatura cominmente utilizada en
el campo de la genética y de los ritmos circadianos. Nos
referiremos a los genes de Drosophila en letra mindscula y a los
de mamiferos con la primer letra en mayuscula, sin distinguir la
especie a la que pertenece a menos que sea necesario. En todos
los casos nos referiremos a las proteinas con todas las letras en

mutado no sea un componente critico del reloj.
Esto se debe a que cuando el producto de un
gen esta ausente o modificado a lo largo del
desarrollo de un individuo, otro gen puede
adoptar la funcién del gen mutado. Estos
mecanismos compensatorios pueden ocultar la
verdadera funcion del gen mutado. Ademas,
existe cierta redundancia en el papel de
algunos de los genes reloj. Este parece ser el
caso entre genes paralogos, es decir genes
que sufrieron duplicaciones en determinados
grupos filogenéticos tales como mamiferos.
Ejemplos de los mismos son los gen Per (Per1
y Per2) y los criptocromos (Cry1y Cry2), cuyas
mutaciones solo tienen el efecto de pérdida
inmediata de la ritmicidad en oscuridad
constante cuando ambos miembros de la
familia del gen estadn ausentes. Por el
contrario, alteraciones en la expresion de un
gen pueden tener efectos pleiotropicos que
afecten el fenotipo circadiano pero que no

mayuscula. .
mecanismo

necesariamente afecten el
oscilatorio del reloj. Es por estas razones que la alteracion de la expresion de genes en forma inducible, en que se
puede controlar el momento y el tejido especifico en que se alterara la expresion del gen seré necesaria para
establecer de forma definitiva el papel especifico de algunos genes en el mecanismo de oscilacién circadiana.

A pesar de estas limitaciones, ambos planteamientos han sido extremadamente prolificos, y los falsos
positivos han sido llamativamente escasos. Es decir, el nimero de mutaciones que han producido efectos robustos en
el fenotipo circadiano, tales como cambios importantes en el periodo circadiano o la abolicion completa de la
ritmicidad, es relativamente bajo, y muchas de estas mutaciones han conducido al clonado y caracterizacion de

auténticos genes reloj.



2.3. Modelos de osciladores moleculares alternativos

La caracterizacion de los primeros mutantes circadianos en Drosophila y mas tarde en el hongo Neurospora
y en mamiferos estableci6 claramente que la generacion de los ritmos circadianos tiene un sustrato innato y genético.
Sin embargo, estos descubrimientos no permitieron dilucidar la funcion que los genes involucrados tenian. Durante
décadas se desconocia de qué forma los productos de genes especificos podian mantener una oscilacion circadiana.
Cualquier modelo valido de la funcién de estos genes debia contemplar las propiedades basicas de cualquier
oscilador circadiano, esto es: ser capaz de oscilar en forma automantenida, ser susceptible a cambios de fase por
estimulos sincronizadores especificos (0 por sefiales que transducen estos estimulos) y presentar compensacion de
su periodo frente a cambios de temperatura. Algunos modelos postulaban que la oscilacién era una propiedad
emergente de un tejido cuyas células, por lo general neuronas, en si no eran osciladores auténomos unicelulares. En
estos modelos, las mutaciones circadianas no necesariamente debian afectar procesos intracelulares sino que podian
modificar la comunicacion entre células dentro del oscilador. Si bien las propiedades emergentes del tejido oscilador
son sumamente importantes en la expresion de los ritmos, la capacidad de oscilar en forma automantenida en todos
los relojes circadianos descritos hasta el momento no depende de dichas propiedades emergentes.

Los modelos alternativos postulaban que el mecanismo oscilatorio basico era un proceso intracelular. Varios
hallazgos experimentales sugerian la validez de estos modelos. Primero, los ritmos circadianos estan presentes no
so6lo en organismos con sistemas nerviosos complejos sino también en organismos simples, incluyendo unicelulares.
Segundo, en las células basales de la retina del molusco del género Bulla se puede registrar un ritmo circadiano de
conductancia de membrana en células cultivadas en aislamiento. Finalmente, células del NSQ cultivadas en
dispersidén se comportan como osciladores unicelulares independientes que presentan un ritmo circadiano en
frecuencia de potenciales de accion con periodos que son caracteristicos de cada célula.

Diferentes mecanismos oscilatorios subcelulares fueron propuestos. Algunos modelos proponian una
secuencia de genes cuya transcripcion y traduccién dependia del producto del gen anterior en la secuencia, con el
producto del ultimo gen en la secuencia influenciando la expresion del primero. Otros modelos proponian un
mecanismo de retroalimentacion que involucraba cambios en la permeabilidad de la membrana celular. Finalmente,
otros modelos se basaban en ciclos biosintéticos que involucraban distintas vias metabdlicas y mecanismos de
retroalimentacion. Si bien ninguno de estos modelos constituye la base del mecanismo oscilatorio de los relojes
estudiados hasta el momento, todos ellos proponian mecanismos de retroalimentacién, los cuales constituyen una
parte clave de todos los osciladores moleculares que se conocen.

3. La construccion de un reloj intracelular

Todos los osciladores circadianos conocidos hasta el momento se basan en ciclos de retroalimentacion que
se encuentran dentro de la célula y no requieren de interacciones intercelulares para mantener la oscilacién. En
principio, un ciclo de retroalimentacion negativa que involucre la transcripcion y traduccion de un gen, y la inhibicién
de la transcripcion por el propio producto proteico (el elemento negativo), bastaria para producir oscilaciones iniciales
en los niveles de la proteina (figura 4.A). Sin embargo, un sistema como éste produciria una oscilacidn que no
necesariamente tendria un periodo cercano a 24 h, y ademas, los niveles de proteina alcanzarian niveles constantes
bajos rapidamente. Otra condicion para que los niveles oscilen, y lo hagan con un periodo cercano a 24 h, es que
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Figura 4. Osciladores moleculares basados en ciclos de
retroalimentacidn que involucran transcripcion y traduccion. A.
El producto proteico del gen reloj es el elemento negativo que
inhibe su propia transcripcion. Este tipo de ciclo podria
originar una oscilacion inicial en los niveles proteina. Dicha
oscilacion no necesariamente tendria un periodo cercano a
24 h'y los niveles de proteina tenderian a alcanzar un valor
bajo constante. B. El producto proteico del gen reloj inhibe su
propia transcripcion pero existe un retraso de
aproximadamente 24 h entre la sintesis proteica y la
inhibicion que esta ejerce en la transcripcion. Este tipo de
ciclo puede originar una oscilacion inicial con periodos
cercanos a 24 h pero los niveles de proteina tenderian a
alcanzar un valor constante. C. El producto proteico del gen
inhibe su propia transcripcion con un retrazo pero ademas
existe un elemento positivo (por ejemplo otra proteina) que
activa la transcripcion del gen. Este tipo de ciclo, con
elementos positivos y negativos, origina una oscilacion
mantenida con periodo cercano a 24 h.

exista un retraso entre el momento en que se traduce la proteina y el momento en que ésta inhibe la transcripcién

(figura 4.B). Este retraso puede producirse mediante la
existencia de umbrales en los niveles de proteina para que
esta sea capaz de inhibir la transcripcion, o bien mediante la
presencia de otros factores que deban asociarse con la
proteina para que esta pueda ejercer su inhibicién. Tal
sistema, produciria iniciales de
aproximadamente 24 h. Sin embargo sin una induccion
activa de la transcripcion del gen, dichas oscilaciones
también tenderian a ser reducidas en amplitud y los niveles
de proteina a ser bajos. Un segundo elemento, un elemento
positivo, es necesario para mantener oscilaciones de
elevada amplitud (figura 4.C). El elemento positivo
constituira la fuerza motriz del oscilador, sin la cual las
oscilaciones serdn de baja amplitud y los niveles de la
proteina que actlla como elemento negativo seran bajos.
Como veremos, los osciladores conocidos hasta el
momento cuentan con varios elementos negativos y
positivos, los cuales ademas interactiian en mas de un ciclo
de retroalimentacién. Finalmente, cualquiera sea el ciclo de
retroalimentacion, deben existir vias de sincronizacién que

oscilaciones

puedan cambiar la fase del mismo, y vias que comuniquen
al reloj con los procesos celulares que se encuentran bajo
su control.

4. El reloj molecular de los mamiferos

La sucesién de hallazgos que llevaron a identificar
los componentes y procesos moleculares basicos del reloj
circadiano de mamiferos y, simultdneamente, del reloj
circadiano de Drosophila, representaron una explosién en el
conocimiento de las bases moleculares de la ritmicidad
circadiana. La elucidaciéon de los mecanismos basicos en
los que se basa el funcionamiento de estos osciladores en
menos de 10 afios constituyd un evento histérico no sélo
dentro de la cronobiologia sino también dentro de las
neurociencias en general. Si tuviéramos que establecer cual



fue el desencadenante inicial para esta serie de descubrimientos, tal vez la identificacion de los mutantes per de
Drosophila por Konopka y Benzer se encuentre entre los descubrimientos mas importantes. Estos mutantes
establecieron no sélo que la ritmicidad circadiana tiene un sustrato genético, sino que constituyeron la primera
evidencia de que mutaciones puntuales pueden modificar el comportamiento de un animal. El primer mutante
circadiano en mamiferos no fue descubierto hasta casi 20 afios mas tarde en hamsters, cuando la mutacion fau fue
caracterizada a partir de un animal cuya fase circadiana era atipica. Los heterocigotos para dicha mutacién
presentaban un periodo circadiano mas corto (de aproximadamente 22 h) que los animales de genotipo salvaje, y los
homocigotos fau presentaban un periodo de aproximadamente 20 h.

La identificacion de estos mutantes, y mas tarde el clonado del gen per en Drosophila, no permitieron sin
embargo definir la funcion del mismo en el reloj molecular. La identificacion de mutantes del gen Clock en ratones
constituyd un paso esencial para establecer la funcion no sélo de la proteina CLOCK sino también del resto de los
componentes del reloj de mamiferos y de Drosophila. Varias caracteristicas del gen Clock lo hacen un buen candidato
a gen reloj. Clock es una mutacion semidominante que produce un periodo circadiano mas largo en heterocigotos y
uno aun mas largo, seguido de arritmicidad tras varios dias en oscuridad constante, en homocigotos. El gen tiene
elevado grado de expresion en el NSQ, si bien se expresa en otras areas del cerebro. Finalmente, el fenotipo de los
mutantes Clock puede ser revertido en animales transgénicos mediante complementacién con cromosomas
bacterianos artificiales que contienen al gen Clock salvaje.

El siguiente gen reloj clonado en mamiferos fue Per?, clonado simultdneamente por dos grupos
independientes. Sun y colaboradores descubrieron el gen en una biblioteca de ¢cDNA humano e infirieron su funcién
de gen reloj por su homologia al gen per de Drosophila. Tei y colaboradores obtuvieron el gen a partir de PCR de
DNA genomico utilizando “primers” basados en la secuencia del gen per de Drosophila. La expresion de Per1
presenta una oscilacion circadiana en el NSQ. El clonado de Per? fue seguido por el clonado de Per2y Per3, dos
genes de la misma familia, los cuales fueron identificados mediante busqueda en bases de datos, basandose en la
homologia que los mismos presentan con mPer1. Al igual que mPer1, los niveles de estos dos genes oscilan en forma
circadiana en el NSQ, con un pico durante la fotofase o dia subjetivo (figura 5.C) . Una deleccion del gen Per2
produce, en homocigotas, un acortamiento en el periodo circadiano seguido de arritmicidad en oscuridad constante.
Una mutacién nula en el gen Per1 produce un acortamiento leve en el periodo circadiano, y si bien no produce un
fenotipo arritmico en oscuridad constante, el fenotipo arritmico de los mutantes dobles Per1/Per2 es mucho mas
dramatico que el de los mutantes para la deleccion de Per2 solamente. Estudios con otros mutantes con deleciones
de los genes Per1y Per2 indican una tendencia a la arritmicidad mayor mutantes de cada gen invidual (figura 3). No
obstante, todas las evidencias parecen indicar que Per1y Per2 constituyen componentes legitimos del reloj. Per3, sin
embargo, no parece ser un componente del reloj molecular de mamiferos.

El descubrimiento del papel de los criptocromos (Cry1y Cry2) en el reloj molecular de mamiferos fue un
tanto sorprendente, ya que la proteina CRY en Drosophila funciona como fotorreceptor para el sistema circadiano. Sin
embargo, varios estudios indicaron que en mamiferos, estas proteinas, homdlogas de las fotoliasas reparadoras de
DNA, no poseen un papel aparente en la fotorrecepcién circadiana sino que forman parte del reloj molecular. Los
criptocromos se expresan en el NSQ y la ausencia de Cry1 o Cry2 producen un acortamiento y un alargamiento del
periodo circadiano, respectivamente. Finalmente, la eliminacidn simultdnea de ambos genes produce una pérdida
completa de la ritmicidad circadiana en oscuridad constante. Estos resultados sugieren que si bien ambos genes son
genes reloj, los mismos parecen tener funciones redundantes.

12



Tal vez el KO con fenotipo mas dramatico es el del gen BMAL1 (también conocido como Mop3), que
muestra una pérdida inmediata y completa de la ritmicidad en oscuridad constante.

4.2. Ensamblando los engranajes moleculares

Los mutantes descritos arriba caracterizaron genes cuyas mutaciones inducen cambios en el fenotipo
circadiano. Volviendo a nuestra analogia de perillas, engranajes y alarmas, si introdujéramos un destornillador en los
engranajes de un reloj y a partir de ese momento el mismo empezara a atrasar o adelantar, es intuitivo concluir que
perturbamos el mecanismo oscilatorio. Del mismo modo, si tras nuestra perturbacion, la alarma del reloj comienza a
sonar al azar durante el dia y la noche, podriamos concluir que alteramos la maquinaria oscilatoria. La conclusién bien
puede ser correcta, pero nuestra burda perturbacion no nos dice nada acerca de cdmo funciona el engranaje dafiado
por el destornillador, aln si podemos identificarlo, aislarlo y determinar como fue dafiado. Las mutaciones al azar o
dirigidas son equivalentes a nuestro destornillador en cuanto a que no nos dicen nada acerca de la funcién del gen el
mecanismo oscilador, aun después de que este fue identificado, clonado y la mutacion caracterizada. Para conocer la
funcion del engranaje debemos establecer como y con qué otros engranajes interactia, y como modificd nuestra
perturbacion su interaccion con el resto de los engranajes.

En el mundo de los relojes bioldgicos, los engranajes se estudian mediante métodos moleculares y
bioquimicos. El andlisis de secuencia de los genes involucrados es el primer paso para aproximarse a la funcién del
gen. Asi como los engranajes deben tener dientes que encastren unos con otros, las proteinas reloj tienen dominios
funcionales que les permiten interactuar con otras proteinas reloj especificas o con secuencias particulares de DNA.
El clonado del gen Clock, que representé el primer gen reloj clonado en mamiferos, y su secuenciaciéon mostré que la
proteina CLOCK posee los dominios funcionales “basic-Helix-Loop-Helix” (bHLH) y el dominio PAS, cuyo nombre
deriva de tres proteinas que lo comparten (PER, ARNT y SIM). Estos dominios confieren a CLOCK la capacidad de
ligado a DNA y de dimerizacion con otras proteinas, respectivamente. La combinacion de ambos dominios, ademas,
ubica a CLOCK en la familia de los factores de transcripcion bHLH-PAS. La revelacion de estos dominios funcionales
sugirid que el control de la transcripcién de genes especificos y la dimerizacidn con otras proteinas constituian
procesos claves en el mecanismo oscilatorio del reloj. Paralelamente al clonado de Clock, el andlisis de la expresion
de per en Drosophila, y en particular de su promotor, identificd una secuencia consenso CACGTG, denominada caja
E (“E-box”), requerida para la activacién transcripcional de per, y que representa un sitio de unién a DNA altamente
especifico para proteinas con dominios bHLH. La identificacion de CLOCK como una proteina bHLH-PAS vy la
caracterizacion de la caja E en el promotor del gen per sugirié por primera vez que la expresion de estos dos genes
reloj podia estar ligada.

Al clonado de Clock sigui6 el clonado de Per1y Per2 en mamiferos y la confirmacion de que PER1 y PER2,
como PER en Drosophila, también poseen un dominio PAS que les confiere capacidad de dimerizar con otras
proteinas con este dominio. Los engranajes del reloj de mamiferos no fueron ensamblados hasta que se estableci6
una clara conexién entre las funciones de CLOCK y de las proteinas PER. En un estudio de doble hibridacion en
levaduras, que permite la busqueda de compafieros de dimerizacion de una proteina conocida, Gekakis y
colaboradores identificaron un compafiero de dimerizacion de CLOCK conocido como BMAL1. Los autores
demostraron que esta proteina no sélo dimeriza con alta especificidad con CLOCK sino que el dimero tiene la
capacidad de activar la transcripcion del gen Per1, siempre y cuando este promotor contenga una caja E funcional. La
proteina CLOCK mutante identificada previamente también tiene la capacidad de dimerizar con BMAL1 y de ligarse a



la caja E, pero carece la capacidad de activar la transcripcion de Per1. Este descubrimiento permitié por primera vez
conectar a los genes Clock y Per, y constituyd el primer paso para la caracterizacion del ciclo molecular del reloj de
mamiferos (figura 5). Mas tarde se identificaron los criptocromos (Cry1y Cry2) y se determind que los mismos son en
realidad componentes del reloj. Las proteinas CRY1 y CRY2 tienen la capacidad de formar multimeros con las
proteinas PER1 y PER2 y estos complejos proteicos pueden translocar al nicleo celular, donde inhiben la activacion
de la transcripcion ejercida por el dimero CLOCK-BMAL1. Esto identifica a los criptocromos y a las proteinas PER
como elementos negativos del ciclo molecular (figuras 4 y 5), ya que los mismos inhiben su propia transcripcion a
través de la inhibicion de CLOCK-BMAL1. Dado que existe cierto retraso en la translocacién de los multimeros, la
inhibicién de la activacién de la transcripcion mediada por CLOCLK-BMAL1 produce una oscilacion circadiana en los
niveles de los ARNm y proteinas de los genes Pery Cry (Figura 5.B).

Con el ciclo construido hasta el momento, existiria una oscilacion de los elementos negativos pero no de los
positivos. De hecho, los niveles de ARNm de Clock no varian en el NSQ. Sin embargo el ARNm de BMAL1 muestra
una oscilacion robusta en antifase a aquella de Pery Cry (Figura 5.B). El pico en los niveles de ARNm de BMAL1
coincide con el pico en los niveles de proteinas PER y CRY, lo cual sugiere que las mismas podrian inducir la
transcripcion de BMAL1. El andlisis de expresion en mutantes y de ensayos moleculares in vitro indica que PER2 en
asociacion con los criptocromos tiene la capacidad de activar la transcripcién de BMAL1. Esta activacién no es
aparentemente directa sino a través de REV-ERB_, un receptor nuclear huérfano (denominado asi porque carece de
un ligando conocido). EI modelo corriente (Figura 5.A) propone que REV-ERBa inhibe la transcripcion de BMALT. A
su vez, la transcripcion de Rev-erba es inhibida por las proteinas PER y CRY pero activada por CLOCK-BMAL1. Esto
produce una acumulacion ciclica de REV-ERBa. y, por lo tanto, una inhibicién ciclica ciclica de la transcripcién de
Bmal1. El resultado es que el ARNm de Bmal1 no s6lo oscila sino que lo hace en antifase a los genes Pery Cry.
REV-ERBa constituye un nexo mas entre los elementos negativos y positivos del ciclo molecular. Esto significa que el
funcionamiento del reloj molecular de mamiferos depende de dos ciclos que involucran transcripcion y traduccion, que
a su vez estan interconectados de manera que maximizan la amplitud de las oscilaciones. Esta interconexion de dos
ciclos parece estar conservada evolutivamente y esta presente en el reloj molecular de Drosophila, el pez cebra e
incluso el reloj del hongo Neurospora.

El ciclo de retroalimentacién descrito en la Figura 5.A destaca la importancia de las oscilaciones en los
niveles de transcripcion para mantener la oscilacion en los componentes del reloj. No obstante, nada en el esquema
de la figura indica que este ciclo oscilara con un periodo cercano a 24 h. Como hemos indicado arriba, debe existir
cierto retraso en uno o0 mas de los pasos que garantice que el ciclo dure aproximadamente 24 h. Dado que la funcién
de un gen esta dada por la funcion de su proteina madura, existen dos procesos basicos mediante los cuales se
puede regular la disponibilidad del producto maduro del gen. Las modificaciones posttranscripcionales determinaran la
naturaleza, la disponibilidad y la vida media del ARNm necesario para la sintesis de la proteina. La modificaciones
posttraduccionales determinaran, en general, si la proteina sera o no funcional. Ambos procesos son fundamentales
en la regulacion del periodo de todos los relojes moleculares y, en algunos casos, incluso pueden determinar la
presencia de ritmicidad aln en ausencia de transcripcion ritmica. En principio, podriamos concebir un reloj cuyos
componentes moleculares presenten una tasa de transcripcion constante pero una oscilacion funcional debido a
modificaciones posttranscripcionales y/o posttraduccionales.

Poco se sabe acerca de modificaciones posttranscripcionales esenciales para la funcién del reloj molecular
de mamiferos. Es importante destacar que la medicion de los niveles de ARNm de un gen por técnicas como la
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Figura 5. El reloj molecular de mamiferos. A. El modelo corriente propone que: El dimero entre las proteinas CLOCK y BMAL1 (elementos
positivos) activan la transcripcion de los genes Pery Cry (1); las proteinas CRY y PER (elementos negativos) forman multimeros que translocan al
nucleo e inhiben la activacién de la transcripcion inducida por CLOCK-BMAL1 (ll); la retroalimentacidn negativa de las proteinas CRY y PER sobre
la transcripcion de sus propios genes es retrasada por la fosforilacion de las proteinas PER por la accidn de CKle (lll); la transcripcion de Rev-erbou
es también activada por CLOCK-BMALT1 e inhibida por el complejo PER-CRY, produciendo una oscilacién en los niveles de REV-ERBa., una
proteina que, a su vez, inhibe la transcripcién de Bmal1 (IV). El resultado de estos ciclos de retroalimentacion es la oscilacion en los niveles de
ARNm y proteinas de varios de los genes reloj y de genes controlados por el reloj (GCR). B. La interaccidn entre los elementos positivos y
negativos conduce a la oscilacion circadiana en los niveles de RNAm y proteina de varios de los genes reloj, con picos de expresion especificos
para cada gen. Ver texto para mas detalles.



hibridacion in situ o el andlisis por “northern blot’ no refleja la tasa de sintesis de ARNm sino el balance entre la tasa
de sintesis y la tasa de degradacion del mismo. El incremento de los niveles de ARNm de un gen especifico ante un
tratamiento o a una hora del dia puede indicar un incremento en la tasa de transcripcién del gen o bien un decremento
en la tasa de degradacion del ARNm. Existen tres procesos posttranscripcionales claves que determinan el tipo de
ARNm que estara disponible para la traduccién y su vida media. La transcripcién del gen origina un transcripto
primario, también conocido como RNA heteronuclear (RNAhn), debido a que el mismo contiene tanto intrones como
exones. Apenas comienza la sintesis del RNAhn se produce el encapuchado del extremo 5’ y luego la eliminacion de
intrones o “splicing”. Este Ultimo proceso puede producir variantes diferentes de ARNm maduro, dependiendo de qué
exones se conservan, mediante el proceso de splicing alternativo. Finalmente, mediante el proceso de poliadenilacion,
se le agrega una cola de adeninas (poliA) al extremo 3' del ARNm. Estas tres modificaciones estan interrelacionadas
y afectan directamente procesos como el transporte del ARNm al citoplasma, su disponibilidad para la traduccién, y su
vida media. Hasta el momento no se sabe si el encapuchado del ARNm de genes reloj juega algin papel en la
determinacién de la tasa de traduccion de dichos genes. Por otro lado, tanto el splicing alternativo de algunos genes
reloj (Per en Drosophila' y Bmal1 en raton) como la modificacion de la longitud de la cola poliA son procesos
importantes que regulan la expresidn de los genes reloj. Un caso particularmente interesante es el del gen de la
vasopresina en el NSQ, cuya expresion esta controlada por el reloj circadiano molecular. EI ARNm que codifica para
este péptido, no sdlo esta regulado en forma circadiana a nivel de la transcripcion, sino que también la longitud de su
cola poliA esta regulada en forma circadiana, lo cual determina un ritmo en la estabilidad del ARNm maduro.

Las modificaciones posttraduccionales son sumamente importantes para determinar la funcion de una
proteina, y tanto en el reloj de Drosophila como en el de mamiferos se ha demostrado que la actividad de genes
cuyos productos modifican posttraduccionalmente proteinas reloj son esenciales para el funcionamiento del oscilador
molecular. Estos genes y proteinas constituyen un ejemplo muy claro de componentes del reloj que no se encuentran
involucrados directamente en el ciclo de retroalimentacion, es decir que no son variables de estado del oscilador, y sin
embargo son esenciales para el funcionamiento adecuado del reloj. Entre las modificaciones posttraduccionales mas
comunes se encuentran la metilacion, la acetilacion, la glicosilacién y la fosforilacion. La fosforilacion es sin duda la
modificacién posttraduccional que cuenta con mas evidencias de ser esencial para el funcionamiento del reloj. En
mamiferos esto quedo claramente demostrado cuando se caracteriz6 la mutacion tau en el hamster. El gen mutado
codifica para la caseina quinasa le (CKle), la cual fosforila a las proteinas PER (Figura 5). La mutacién tau produce
una proteina con actividad de fosforilacion reducida, lo cual aumenta la estabilidad de las proteinas PER y hace que
estas sean internalizadas al nucleo mas rapidamente, acortando la duracion del ciclo circadiano. Otra proteina de la
familia, la caseina quinasa CKIg, también posee actividad fosforiladora de las proteinas Per y ha sido propuesta como
otro importante modulador posttraduccional de las proteinas reloj, con un rol similar y redundante al de CKle.

Dado que la oscilacion en los niveles de los productos proteicos de los genes reloj parece ser fundamental
para el funcionamiento del oscilador es ldgico pensar que la degradacién de éstas proteinas sea un proceso
importante que impida la actividad constante de las mismas. En Drosophila, la degradacion de PER y TIMELESS
(TIM), otra proteina reloj en la mosca, por la via de protosomas de ubicuitina parece ser un proceso importante para el
funcionamiento del reloj, ya que mutaciones en componentes de esta via producen altos niveles constitutivos de PER
y TIM fosforilados y moscas con comportamiento circadiano arritmico. Otras vias de activacion, inactivacién y
degradacion de proteinas reloj surgirdn seguramente como importantes reguladores de los componentes del reloj y
representan un area de la que poco se conoce en el campo de los relojes moleculares.
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4.3. Vias de entrada y salida al reloj molecular

4.3.1. Sincronizacion del reloj molecular por la luz

Los ritmos circadianos, y los osciladores de los que dependen, poseen periodos diferentes de 24 horas. Aun
en casos en que el periodo difiera de 24 h en sélo unos minutos, un reloj circadiano seria intil si no fuera susceptible
de ser sincronizado por alguna variable ambiental que oscile con el dia solar. La gran precisién del ciclo de luz
oscuridad ambiental ha favorecido la seleccion de la luz como el estimulo sincronizador mas importante en la mayoria
de los sistemas circadianos conocidos. De nuestra analogia con el reloj despertador, se desprende que debe existir
alguna perilla mediante la cual la luz pueda ajustar al reloj a la hora local. ;Cudles son las perillas moleculares que
transmiten informacion fotica al reloj?

En primer lugar, el mecanismo de sincronizacion dependera en gran parte de si las células del reloj sean o
no intrinsicamente fotorreceptivas. Tanto en invertebrados como en vertebrados no mamiferos existen ejemplos de
osciladores cuyas células son ellas mismas fotorreceptivas. Tal es el caso de las neuronas laterales de Drosophila o
de las células de la pineal de peces, anfibios, reptiles y aves. En estos casos, la forma mas sencilla de sincronizar
seria establecer una interaccion directa entre una molécula fotorreceptora y el ciclo molecular del oscilador. La
fotorrecepcion podria inducir la degradacion, la sintesis o cambio en actividad de una de las variables de estado del
oscilador en forma aguda, y esto implicaria un cambio en la fase del reloj. De hecho, este parece ser el mecanismo
por el que el oscilador de Drosophila es sincronizado. El criptocromo (CRY) de las moscas tiene una funcion
fotorreceptiva similar a la de sus parientes en plantas. CRY se asocia con TIM en forma dependiente de la luz. Esta
asociacion lleva a la degradacién de TIM, y eventualmente a la degradacién de PER, procesos necesarios para el
cambio de fase del oscilador molecular.

En mamiferos, las unicas células fotorreceptivas capaces de transmitir informacion fética al cerebro se
encuentran en el ojo y las células osciladoras del NSQ deben ser sincronizadas por vias aferentes de la retina.
Células ganglionares de la retina proyectan al NSQ directamente via el haz retinohipotalamico, e indirectamente via
otras regiones que a su vez proyectan al NSQ. Recientemente se ha demostrado que la gran mayoria de las células
ganglionares que proyectan al NSQ contienen melanopsina. Las células ganglionares que contienen melanopsina son
intrinsicamente fotorreceptivas y capaces de transmitir informacién fética al NSQ. El descubrimiento y caracterizacién
de dichas células ha cambiado radicalmente nuestra “vision” de la retina al demostrar que la fotorrecepcion no es una
propiedad restringida a conos y bastones, y ha permitido explicar como es posible que animales que carecen de los
mismos puedan sincronizar sus ritmos circadianos al ciclo de luz-oscuridad. Si bien las células ganglionares retinianas
que contienen melanopsina parecen ser suficientes para la sincronizacién de los ritmos, la transduccion luminica por
conos y bastones también puede ser transmitida al NSQ.

El principal neurotransmisor responsable de la sincronizacion fética del NSQ es glutamato, que es liberado
por los terminales del haz retinohipotalamico (ver Capitulo 5). La liberacién de glutamato en el NSQ durante la noche
subjetiva, pero no durante el dia subjetivo, activa una via de transduccién de sefiales que lleva a la fosforilacion del
factor de transcripcion CREB, el cual puede activar la transcripcidn mediante el reconocimiento de una secuencia
especifica llamada elemento de respuesta al cAMP (CRE) que se encuentra en los promotores de genes especificos.
La fosforilacion de CREB es consistente con el incremento en ARNm de Per? inducido por la luz durante la noche
subjetiva, ya que el promotor de este gen posee un elemento CRE. El gen Per2 también posee elementos de
respuesta similares al CRE y el nivel de su ARNm también aumenta en respuesta a un pulso de luz durante la noche



subjetiva, si bien el patrén temporal de respuesta es diferente al de Per1. Un incremento en los niveles de ARNm de
Per1 o Per2 durante la el inicio de la noche implicaria un retraso en la fase del reloj, ya que se extenderian los valores
de expresion diurnos al inicio de la noche. Por otro lado, un incremento de los mismos ARNm durante el final de la
noche implicaria un avance de fase, ya que se anticiparian los valores de expresion diurnos al final de la noche. De
este modo, el efecto de la luz en la expresion de estos genes reloj durante el inicio y el final de la noche subjetiva es
coherente con el desplazamiento de fase que la luz produce en el ritmo circadiano de actividad locomotora (ver
Capitulo 4). No obstante, el proceso de sincronizacién del reloj molecular por la luz es aparentemente mas complejo
que un simple incremento en la expresion de uno o dos genes reloj y varios resultados han indicado que tanto
diferentes vias de transduccion de sefiales como diferentes genes reloj pueden estar involucrados respectivamente en
avances o retrasos de fase ocasionados por la luz.

4.3.2. Vias de salida del reloj molecular

La oscilacion del reloj molecular en cualquier organismo serviria de poco si dicho reloj no pudiera comunicar
su informacion temporal al resto de los procesos celulares que deben ser organizados temporalmente. EI NSQ utiliza
sefiales quimicas y eléctricas mediante las cuales gobierna procesos fisiologicos y comportamentales. De alguna
forma la oscilacion en la expresion de los genes reloj debe asociarse con genes cuya expresion debe oscilar en forma
circadiana. Hasta el momento poco se conoce de los mecanismos por los cuales esto ocurre pero existen algunas
vias de salida moleculares caracterizadas. Las proteinas reloj no solo tienen la capacidad de controlar la expresion de
genes reloj, sino también de genes que no son parte del reloj molecular pero cuya expresion depende del mismo. A
estos genes se los conoce como genes controlados por el reloj (GCRs) (Figura 5.A). Un GCR bien caracterizado en
mamiferos es el de la vasopresina, un neuropéptido presente en células del NSQ que constituye una sefial quimica de
salida del nucleo. El gen de la vasopresina contiene una caja E, mediante la cual el dimero CLOCK-BMALT1 tiene la
capacidad de inducir la transcripcién del mismo. La transcripcion de vasopresina, ademas, se encuentra
negativamente regulada por los elementos negativos del reloj.

Mecanismos similares al del gen de la vasopresina se han descrito para otros GCRs y en principio es
razonable pensar que cualquier gen con una caja E en su promotor sea susceptible de regulacién ritmica. No
obstante, probablemente éste no sea el unico mecanismo mediante el cual proteinas reloj modifiquen la expresion de
GCRs, en particular si tenemos en cuenta que existen cientos de genes cuya expresién es regulada de forma
circadiana. Finalmente, aiin se desconoce cdmo el reloj molecular modifica procesos celulares fundamentales para la
expresion de los ritmos, tales como la actividad eléctrica de las células del NSQ, o vias bioquimicas especificas. Si
bien todos estos procesos podrian ser modificados mediante la regulacién circadiana de la transcripcion de genes
especificos, es concebible que las proteinas reloj también tengan la capacidad de modificar la actividad de otras
proteinas mediante la asociacidn con las mismas 0 mediante modificaciones posttraduccionales.

4.3.3. La orquestacion de relojes independientes

El dramatico progreso en el conocimiento de las bases moleculares de la ritmicidad circadiana en
mamiferos contrasta con lo poco se conoce acerca de los procesos sincronizacién entre los osciladores unicelulares
independientes del NSQ. Si bien el NSQ esta constituido por miles de relojes unicelulares capaces de oscilar con
periodos independientes, el nlcleo se comporta como un tejido oscilador con una sefial de salida coherente. ;Cuéles
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son los mecanismos que permiten a las células reloj oscilar en sincronia? ;Cémo es posible, ademas, que un grupo
relativamente pequefio de células (aproximadamente 10,000 neuronas en cada uno de los dos NSQs bilaterales)
gobierne la temporizacién de procesos bioldgicos tan diversos como la secrecion de hormonas, el ciclo de suefio-
vigilia y la regulacion de la temperatura corporal? En particular, si tenemos en cuenta que estos procesos oscilan con
diferentes fases durante el dia.

Si bien los mecanismos de sincronizacion entre las células del NSQ aln no se conocen por completo, es
claro que las células reloj pueden ser agrupadas en subpoblaciones de osciladores, y que esta agrupacion tiene
efectos dramaticos en la ritmicidad circadiana del organismo. Esto es puesto en evidencia en al menos dos modelos
experimentales. En el hamster con particidn (splitting), el ritmo de actividad locomotora tiene un periodo de
aproximadamente 12 h, en lugar de aproximadamente 24 h, y este periodo esta asociado con la oscilacién en antifase
de los NSQ de la izquierda y de la derecha. En el caso de la rata, cuyos ritmos son desincronizados bajo ciclos de luz-
oscuridad artificialmente cortos (22 h), dos oscilaciones de diferente periodo en el mismo animal son aparentemente
el resultado de la desincronizacion entre el NSQ ventrolateral y NSQ dorsomedial.

Entre los mecanismos de sincronizacion entre células de NSQ se han propuesto la comunicacion a través
de gap junctions (uniones hendidas), la transmisién gabaérgica, y la liberacién del péptido intestinal vasoactivo (VIP).
La disponibilidad de técnicas de adquisicion de imagenes sofisticadas, con la ingenieria de animales transgénicos
cuya expresion de genes reloj se asocia a la de genes cuyos productos pueden ser visualizados facilmente, como la
luciferasa proveniente de las luciérnagas o la proteina fluorescente verde de las medusas, permite el analisis de
expresion de genes reloj en neuronas individuales de explantes de tejido del NSQ. Mediante estas técnicas se ha
demostrado que si bien las neuronas del NSQ tienen la capacidad de oscilar auténomamente, la incomunicacién
intercelular mediante el bloqueo de potenciales de accién o de la transmision VIPérgica parece afectar la capacidad
de algunas neuronas de oscilar. De este modo, las propiedades de tejido del NSQ parecen ser importantes no sélo
para la sincronizacion entre células y la comunicacion con el resto del cerebro, sino también para mantener las
propiedades oscilatorias de sus células.

5. Bases moleculares de la ritmicidad circadiana en humanos

Los procesos moleculares que constituyen el reloj molecular de mamiferos no han sido descritos por
completo en el ser humano, debido a las limitaciones obvias en el estudio de expresion. No obstante, los homdlogos
de todos los genes reloj mencionados han sido identificados y en la mayoria de los casos clonados. Algunos de ellos
han sido también estudiados in vitro, y los mismos parecen operar mediante mecanismos similares e incluso pueden
interactuar con genes y proteinas reloj de otras especies de mamiferos. El estudio del reloj molecular del ser humano
seguramente avanzara enormemente a partir de la demostracién de que muchos tejidos periféricos, tales como
fibroblastos dérmicos o células hepaticas se comportan como osciladores circadianos periféricos con una maquinaria
molecular sumamente similar a la del NSQ (ver Capitulo 6). De este modo, es posible generar cultivos primarios a
partir de biopsias extraidas de piel u otras fuentes y estudiar la expresion de genes reloj en distintos tipos celulares.

El conocimiento de los componentes moleculares del reloj de mamiferos ha permitido caracterizar las bases
genéticas de diferencias en el fenotipo circadiano entre distintos grupos de seres humanos, asi como de las bases
genéticas de sindromes que involucran al sistema circadiano.



5.1. Alondras y buhos

Existen diferencias individuales en las horas del dia preferidas para la actividad y el reposo. Los sujetos
caracterizados como “alondras matutinas” tipicamente prefieren destinar las horas de actividad a las horas tempranas
de la mafiana, y el comienzo del suefio a horas tempranas de la noche. Por otra parte, en los sujetos caracterizados
como “buhos nocturnos” la actividad tiene lugar preferentemente durante la noche temprana y el comienzo del suefio
es usualmente tarde durante la noche. Esta diferencia entre las fases de los dos tipos de sujetos esta aparentemente
causada por diferencias entre los sistemas circadianos de los individuos y no por factores ambientales.
Recientemente se ha demostrado que existe un polimorfismo en un nucledtido simple en le gen Clock que puede
explicar la diferencia entre madrugadores y trasnochadores. El polimorfismo consiste en una sustitucion de una T por
una C en la posicion 3111 del cDNA de Clock. Individuos heterocigotos para el alelo 3111C, pero no los homocigotos,
se autoidentifican como mas nocturnos que aquellos homocigotos para 3111T. Si bien los resultados para los
homocigotos 3111C no apoyan a la hipétesis, él mismo es probablemente un artefacto del bajo ndmero de individuos
analizados para este fenotipo.

5.2. Sindrome de fase avanzada de suefio

El sindrome de fase avanzada de suefio (SFAS, o Advanced sleep phase syndrome, ASPS) fue descrito
inicialmente en ancianos y es menos frecuente en gente joven. Pacientes con SFAS presentan sensacion de suefio
durante las dltimas horas de la tarde, van a dormir espontaneamente a horas tempranas de la noche (18:00 a 21:00 h)
y despiertan a tempranas horas de la mafiana (01:00 a 04:00 h). Los registros electroencefalograficos de suefio son
normales cuando los pacientes duermen durante sus horas preferidas. Sin embargo, cuando se les impone un inicio
de suefio tardio, los pacientes alin madrugan y se produce un acortamiento del episodio de suefio y sensacion de
suefio durante las Ultimas horas de la tarde. EI SFAS en pacientes jovenes esta aparentemente determinado
genéticamente y se han descrito al menos 4 familias en las que el sindrome es transmitido hereditariamente. En una
de estas familias se descubrié que el SFAS esta asociado con una mutacién puntual en el gen Per2 que reemplaza a
una serina por una glicina en la proteina PER2 en uno de los sitios en los que PER2 es fosforilada por CKle (Figura
5.A). La disminucion de la fosforilacion de PER2 aparentemente produce una acumulacién mas rapida de PER2, y
esto acorta el ciclo molecular. De este modo, estos pacientes de SFAS son fenotipicamente similares a los hamsters
portadores de la mutacion tau, si bien en el caso del hadmster la mutacion se encuentra en el gen de la CKle. El
diagnéstico genético en este caso de SFAS se remonta, entonces, al descubrimiento inicial del gen per en Drosophila
y representa un ejemplo impecable de cdmo el estudio de las bases genéticas del comportamiento en modelos
experimentales puede desembocar en la diagnosis, y probablemente tratamiento, de enfermedades.

5.3. Sindrome de fase retrasada de suefio

El sindrome de fase retrasada de suefio (SFRS, o Delayed sleep phase symdrome, DSPS) es una de las
patologias de suefio mas comunes. Se caracteriza por una incapacidad para dormirse por la noche y para
despertarse por la mafiana, lo que resulta, en general, en un retraso de fase en el episodio de suefio diario. Los
pacientes con SFRS suelen iniciar su suefio entre las 03:00 y las 06:00 h y despertar entre las 10:00 y las 15:00 h; y
presentan registros electroencefalograficos normales de suefio si se les permite dormir durante sus horas preferidas.
Un estudio reciente compar6 a 48 pacientes con SFRS con 100 pacientes normales y detecté un incremento en la
frecuencia de un alelo polimérfico del gen Per3 en los pacientes con SFRS. Si bien esta asociacion es significativa, se

20



desconoce el mecanismo por el cual este cambio en la secuencia de Per3 puede determinar el retraso en la fase del
reloj circadiano que es aparente en los pacientes con SFRS.

El descubrimiento de nuevos genes involucrados en el reloj molecular y de nuevos genes cuya expresion es
controlada por el reloj permitirad caracterizar no solo las bases genéticas de sindromes que afectan al sistema
circadiano sino también establecer alternativas de tratamiento frente a desafios temporales, tales como el jet lag o los
turnos nocturnos de trabajo, a los que gran parte de la poblacién humana se expone.

Relato de un descubrimiento, por William Schwartz.

Estabamos a principios de 1974. Patty Hearst acababa de ser secuestrada, el escandalo Watergate estaba a punto de
destaparse, y yo estaba acabando mi ultimo afio de Medicina en la Universidad de California, en San Francisco (UCSF),
cuando recibi la noticia de que podia empezar una beca postdoctoral al afio siguiente en el Laboratorio de Neurofisiologia
del National Institutes of Health (NIH), en Bethesda, Maryland. Estaba muy excitado, sabia que queria probar suerte en la
investigacién basica, pero también estaba asustado por que era consciente de que no sabia lo suficiente de neuroanatomia,
neuroquimica o neurofisiologia. Asi cada noche durante mi residencia médica (de Julio de 1974 a Junio de 1975, también en
el UCSF), me leia The Neurosciences, tres volumenes, de cerca de 3000 paginas del “programa de estudios” del Programa
de Investigacion en Neurociencias (mas tarde, en 1979, apareci6 un cuarto volumen). El volumen 3 incluia una seccion con
10 capitulos titulada “Oscilaciones circadianas y organizacion en los sistemas nerviosos.” El capitulo final de esta seccion
era de Robert Y. Moore, que apuntaba que las lesiones en una estructura recientemente descrita, el nlcleo
supraquiasmatico (NSQ), eliminaban los ritmos endocrinos diarios.

Cuando llegué al NIH en Julio de 1975, me encargaron de los registros electrofisiolégicos de la sustancia negra
en monos. Conoci a Frank Sharp, otro postdoc que estaba trabajando con el método de Louis Sokoloff de la 2-deoxiglucosa
(2DG), una nueva técnica con marcadores para medir la actividad metabolica (utilizacién de glucosa) utilizando
autoradiografias de secciones de cerebro. El problema era que las secciones estaban hechas polvo, muy deformadas,
especialmente cerca del hipotdlamo — se supone que debido a que los cerebros se congelaron demasiado rapido en
nitrégeno liquido. Acometimos la bisqueda de un método menos agresivo y finalmente nos decidimos por la inmersion en 2-
metilbutano (isopentano) enfriado a -30° C.

Estaba asistiendo a una serie muy agradable de conciertos clasicos del Budapest String Quartet en la biblioteca
del Congreso en Washington D.C. Harold (Hal) Gainer, un jefe de seccién del NIH, y un experto en neuropéptidos, también
estaba alli, y estuvimos hablando en los descansos. Se le ocurrié un experimento con 2DG y su efecto sobre la activacion
de las neuronas magnocelulares productoras de vasopresina, y le dije que yo podria preparar buenas secciones
hipotalamicas con nuestro nuevo método de congelacion.

Probé el experimento de Hal (al principio creimos que era un resultado negativo). Pero al cortar las secciones
seriadas del hipotalamo, vi autoradiografias con dos puntos con mas sefial situados sobre el quiasma 6ptico. Nos dimos
cuenta que habiamos encontrado un marcador funcional para el NSQ. Nos llevé dos semanas hacer los experimentos de la
hora del dia y la iluminacion y el articulo estaba aceptado’, los revisores sélo nos pidieron que afiadiéramos una barra de
escala a la ilustracion y que utilizaramos un test estadistico distinto. Hal seguia pensando en su experimento, que finalmente
resolvimos, proporcionando con el tiempo un punto de vista critico al método de la 2DG2.

Todavia estoy intentando aprender como hacer descubrimientos.® Entretanto, un consejo: tdmate la noche libre y
vete a un concierto.
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8. Resumen

Practicamente todos los seres vivos muestran oscilaciones biolégicas con periodos cercanos a 24 h y
sincronizadas al dia solar. Dichas oscilaciones, conocidas como ritmos circadianos, son el resultado de la interaccién
entre tres componentes basicos presentes en todo sistema circadiano: 1) vias de entrada que sincronizan al reloj
circadiano; 2) uno 0 mas relojes o marcapasos circadianos; y 3) vias de salida responsables de la expresion de los
ritmos circadianos. En los Ultimos afios el conocimiento de los genes y mecanismos moleculares que constituyen
dichas componentes ha crecido dramaticamente. En este capitulo se discuten las componentes moleculares basicas
de un sistema circadiano y, mas especificamente, la maquinaria molecular circadiana de mamiferos.
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