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1. Resumen

Los organismos tienen la capacidad de ajustar el reloj circadiano a los cambios
diarios de luz-oscuridad a través de la sincronizacion. Se ha propuesto que la via
MAPK desempefia un papel central en la sefializacion para la regulacion de la
respuesta a la luz y la sincronizacién del reloj circadiano. En este trabajo por medio
de latécnica de ELISA se identifico a la proteina del criptocromo (CRY) y la actividad
de la cinasa regulada por sefales extracelulares (ERK) y la cinasa c-Jun N-terminal
(JNK) en las estructuras que se han propuesto como marcapasos en el acocil
Procamabarus clarkii: la retina, el I6bulo 6ptico y el ganglio cerebroide. Los
resultados CRY (proteina sensible a la luz) mostraron cambios diarios y circadianos
en la retina y en el ganglio cerebroide. También se encontraron oscilaciones diarias
significativas de p-ERK en la retina y el I6bulo Optico, y oscilaciones circadianas
significativas de p-ERK en las tres estructuras. En cuanto a p-JNK mostrd
oscilaciones diarias y circadianas en todas las estructuras. Después de aplicar el
farmaco U0126 (inhibidor de MEK) y un pulso de luz azul en ZT 14 (una hora de
sensibilidad circadiana) incrementé los niveles de expresion de CRY. Los
resultados demuestran la participacion de la via de sefalizacion MAPK-ERK en la
sincronizacion del sistema circadiano de los cangrejos que sugieren una regulacién
de retroalimentacion negativa con la entrada de la luz azul, MAPK-ERK vy la
expresion de los ritmos circadianos de CRY. El pulso de luz azul sin la aplicacién
de U0126 a la misma hora circadiana disminuye la abundancia de p-JNK en las tres

estructuras.
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2. Abstract
The organisms have the ability to adjust the circadian clock to light-dark daily cycles
throughout synchronization. It has been proposed that MAPK signalling pathway
plays a central role regulating the circadian clock synchronization to light in animals.
In this thesis we investigated whether MAPK is involved in the circadian system of
crayfish participating in the synchronization mechanisms to light. We used ELISA
analysis to detect a circadian protein cryptochrome (CRY) as well as Extracellular
Signal-Regulated kinase (ERK) and c-Jun N-terminal Kinese (JNK) activity in
structures proposed as pacemakers in crayfish Procamabarus clarkii: retina, optic
lobe and central brain. The data revealed CRY as a light sensitive protein showing
daily and circadian rhythms both in retina and brain. These findings were related with
significant daily oscillations of p-ERK in the retina and the optic lobe, as well as
significant circadian oscillations in the three circadian structures. p-JNK showed
daily and circadian oscillation in all structures. After MEK inhibitor U0126 coupled
with a pulse of blue light at a circadian time increased levels of expression. The
results prove the involving of MAPK-ERK signaling pathway in the synchronization
of the circadian system of crayfish suggesting a negative feedback regulation
between blue-light, MAPK- ERK and the expression of CRY circadian rhythms. The
pulse of blue light but no U0126 at the same circadian time decreases the
abundance of p-JNK in the three structures, suggesting that blue light negatively

modulates JNK but no ERK.
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3. Introduccién
3.1. Relojes Biologicos

Desde las primeras formas de organizacion celular hasta las formas mas
complejas de vida como los organismos multicelulares han desarrollado un sistema
para medir el tiempo internamente y contrastarlo con las sefiales geofisicas ciclicas
del ambiente. Lo anterior permite a los seres vivos anticiparse a los cambios
ambientales y disponer de recursos. Practicamente en todas las especies se han
encontrado ritmos moleculares, fisioldgicos y conductuales cuyos periodos pueden
tener diferente duracion, por lo tanto la ritmicidad es una caracteristica inherente de
la vida. En los afios sesenta los estudios e interpretaciones de Colin Pittendrigh
sefalaron las propiedades del reloj biologico (Moore-Ede et al. 1982) y lo definio
COmo una estructura organica capaz de generar un ritmo, es decir la recurrencia en
el tiempo de un evento dentro de un sistema bioldgico. Este evento es enddgeno y

posee un periodo estable.

Los ritmos biolégicos que se encuentran asociados a fendmenos geofisicos
presentan las siguientes propiedades: cuentan con una base genética que
determina el sistema interno para la medicion del tiempo y son de naturaleza
endoégena por lo que persisten en condiciones constantes. Las oscilaciones
endogenas se pueden ajustar a ciclos externos, es decir se sincronizan a ellos.
Estas oscilaciones son generadas por un oscilador que recibe informacién del
ambiente mediante vias de entrada sincronizando al marcapaso circadiano que
transduce la sefial ritmica a las vias de salida hacia los tejidos u 6rganos efectores.
Se ha demostrado que la estimulacion externa puede afectar las variables de salida
y que las vias de salida pueden retroalimentar al oscilador. En tanto, las variables
de entrada también podrian estar reguladas por el oscilador circadiano (Golombek
y Rosenstein, 2010). El reloj biolégico tiene la capacidad de compensar el efecto
que los cambios de la temperatura ambiental pudieran alterar en el periodo de un
ritmo (Brady, 1979; Menaker y Wisner, 1983). Sin embargo, ain no se conocen
claramente cuéles son los mecanismos fisicoquimicos capaces de compensar el
cambio de temperatura manteniendo el periodo.

6
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En el afio de 1959, Franz Halberg uno los fundadores de la cronobiologia
moderna, disefid una nomenclatura para los ritmos bioldgicos utilizando el prefijo
“circa”, del latin “alrededor de” al cual agrego el sufijo que corresponde a la duracién
del periodo del ritmo geofisico al que se asocia, asi podemos nombrar a los ritmos:
circadianos, circamareales, circalunares y/o circanuales. Puesto que el periodo es
el inverso de la frecuencia otra forma en la que podemos clasificar a los ritmos
biologicos es a partir de la frecuencia, si el periodo es menor a 20 horas su
frecuencia es mayor y se les llaman ultradianos. Pero si el periodo es mayor a 28

horas la frecuencia es menor (Refinetti, 2000) se denominan infradianos.

De acuerdo con Gruart et al. 2002; Brady, 1979 y Moore-Ede et al. 1982 los
parametros que definen a un fenémeno periédico son:

El periodo es el inverso de la frecuencia y representa el intervalo de tiempo
entre dos acontecimientos de referencia idénticos. El periodo de un ritmo biolégico
se simboliza con la letra t (tau), y al periodo del sincronizador o “zeitgeber” del ritmo
con la letra T. Por lo tanto, la frecuencia se define como el nUmero de veces que
ocurre un evento a lo largo de cierto tiempo.

La amplitud es la diferencia entre el valor de la cresta y el valle, esta determina
la magnitud de la variacion del fendmeno que define al ciclo.

La fase se refiere al tiempo en el que ocurre un evento o marcador de fase dentro
de un ciclo y puede ser medido, por ejemplo, en hora, mes, afio. Su simbolo para

unritmo es @, y para el “zeitgeber” es ®.

La relaciéon ¢ o angulo de fase, se establece cuando queremos comparar
distintos ritmos y para eso se necesita normalizar su fase, para lograrlo se toma un
evento de referencia y se compara entre ambos ritmos y la diferencia se presenta
en unidades de tiempo o en grados. Se puede establecer la relacion de fase entre
un ritmo biolégico y otro, o un ritmo bioldgico y el ritmo del ambiente. El simbolo que
se utiliza es W.

La acrofase es el punto maximo o la cresta que alcanza una onda sinusoidal.
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3.1.1.Reloj circadiano: bases bioldgicas, fisiolégicas y moleculares

Para que un sistema biologico pueda medir el tiempo que transcurre entre el dia
y la noche debe poseer los siguientes componentes: un sistema que genere la
ritmicidad y que en general esté constituido por osciladores o marcapasos
circadianos acoplados que generan la sefial de tiempo con una duracién cercana a
24 horas, este sistema debe sincronizar el ritmo a los ciclos ambientales detectando
las sefales externas. En general este sistema se compone de los receptores y las
vias sensoriales que transmiten el tiempo externo a los marcapasos circadianos, y
un sistema de sincronizacion interna entre los marcapasos circadianos y los
efectores, que pueden ser células, 6érganos o sistemas en donde se llevan a cabo

las diferentes acciones fisiologicas de manera ritmica (Aréchiga, 2003).

3.1.2.Modelos moleculares del reloj circadiano

El estudio de los mecanismos moleculares responsables de la génesis de un
ritmo circadiano ha sido extenso. Para ello se han utilizado diferentes modelos de
organismos desde procariontes hasta mamiferos. Estos estudios han comprobado
gue en la génesis de las oscilaciones intervienen tanto elementos negativos como
positivos, constituidos por genes y por proteinas. Ejemplificaré con uno de los
modelos mas estudiados y comprendidos hasta el momento el reloj molecular de la

mosca de la fruta.

Se ha propuesto que el reloj molecular de Drosophila se compone de los
siguientes elementos: las proteinas CYCLE (CYC)-CLOCK (CLK) que forman parte
del asa de regulacién positiva activando la transcripcion de genes period (per) y
timeless (tim), que al ser traducidos a proteinas forman dimeros (PER-TIM) que se
transportan al nucleo formando un tetrdmero con CYC-CLOCK inhibiendo asi
indirectamente su propia transcripcion (Devlin y Kay, 2001; Weber, et al. 2006). Otra
proteina que interviene en el modelo es la proteina criptocromo (CRY) la cual actlia
como una antena y absorbe fotones en la longitud de la luz azul y UV. Esta proteina

contiene un cromoforo con una flavina adenina dinucledtido y participa en la
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sincronizacion del reloj molecular al interactuar con TIM produciendo su

degradacion (Figura 1).

N

CRY
Y

TIM i
PER PER PDPls “\
| TIM WV o o e
Cinasas mm

(cLK)CYC) & (cLK|cYC)
N I\ b r \ I\
—EBox > Tim  Pdp1

_r’_ccgs\

l Procesos controlados por el reloj

Figura 1. Modelo molecular del reloj circadiano de Drosophila. En el nucleo, el
heterodimero CYC-dCLK se une a secuencias especificas en la caja E promoviendo la
transcripcién, por una parte de los genes per, tim y ccgs (los genes controlados por el reloj,
gue controlan directa o indirectamente la actividad de los ritmos manifiestos) y por otra los
genes vri y pdpl cuyas proteinas regulan la actividad de CYC-dCLK. La proteina PER es
fosforilada por la cinasa DBT, cuando CRY se activa por medio la luz produce la activacion
de TIM, que forma un heterodimero con PER, el cual se transloca al nicleo e inactiva a
CYC-dCLK (Modificado de Paranjpe y Sharma, 2005).

3.1.3.Los criptocromos

Los criptocromos son flavoproteinas quefuncionan en los sistemas bioldgicos
como transductores y perdieron la capacidad de catalizar la reparacién del DNA,
son flavoproteinas tienen una regién homologa fotoliasa (PHR) que es un cromoforé
antena que esta formada por dos dominios: N-terminal (dominio fotoreactivo)
(Mazzotta, et al. 2010) y uno helicoidal C-terminal en éste dominio se encuentra la
flavina que en la oscuridad permanece en un estado oxidado (FADox) pero con

exposicion a la luz azul la energia produce que se reduzca a través de la
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transferencia de electrones llamandose flavina anionica semiquinona (FADred)
generando cambios conformacionales en CRY que permiten su interaccién con
otras proteinas por ejemplo PER o TIM (Sancar, 2000; Rosato, et al. 2001; Ozturk
et al, 2008; Czarna et al. 2013). El gene cry se identifico inicialmente en las plantas
superiores (Arabidopsis thaliana) y se han encontrado genes ortélogos y paralogos
en insectos y vertebrados asociados a diferentes funciones, tales como una
molécula de sefializacion que regula procesos fisioldgicos durante la diapausa y la
migracion, como un fotopigmento que participa en la sincronizaciéon (Chaves, 2011),
y ademas se han propuesto como magneto receptores en aves e insectos (Yoshii,
et al. 2009).

En las plantas y en algunos insectos CRY es una molécula fotorreceptora
particularmente de la region azul (420 a 480) del espectro electromagnético (Sancar,
2000), en tanto en los vertebrados y en especial en los mamiferos CRY 1y CRY 2
participan en la génesis de las oscilaciones del reloj molecular. En algunos insectos
se ha identificado a CRY2 como represor transcripcional y sin actividad
fotorreceptora en peces y mamiferos, con excepcion del pez cebra en el que posee
ambas funciones (Collins, et al. 2006). Estos criptocromos tienen reducida la
actividad de reparacion del DNA o la han perdido, en su lugar participan en la
sefializacion (Chaves, 2011). En el acocil, hasta ahora CRY se ha identificado como
un fotorreceptor circadiano extrarretiniano que participa en la sincronizacién del

ritmo locomotor (Fanjul-Moles et al. 2004; Sullivan et al. 2009).

En los animales los criptocromos se dividen en dos familias, por un lado la de
los fotorreceptores llamados criptocromos tipo I. Este CRY en Drosophila actia
como un fotopigmento cerebral extrarretiniano, en presencia de laluz CRY se activa
y transmite su sefal a TIM, TIM se fosforila en residuos de tirosina, es ubiquitinado
y tanto CRY como TIM son degradados via proteosoma (Naidoo et al. 1999) a través
dela actividad de una proteina especifica la ligasa E3 (JETLAG) (Koh and Sehgal et
al. 2006; Czarna et al, 2011 y 2013). Se ha reportado la participacién de otras

cinasas ademas de CRY importantes para la sincronizacion del reloj en Doshophila,
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la cinasa glucogeno sintasa GSK3p y SHAGGY (SGG) y la fosforilazion de TIM a
través de la modulacion de la serotonina (Yuan et al. 2005) sugiriendo que esta via
forma parte de los mecanismos que regulan la sensibilidad del reloj circadiano a la
luz. La ubiquitinacion y degradacion de TIM es dirigida por JETLAG, por lo que este
sistema de sefalizacion produce retrasos o adelantos en funcion de la presencia de
TIM al unirse con PER, en las células del reloj y se ha sefialado que también
participa en la ritmicidad de tejidos periféricos (Koh et al. 2006). Por otra parte la
familia de los criptocromos tipo Il (CRY1 y CRY2 de mamiferos) son aquellos que
no tienen sensibilidad a la luz, no reparan el DNA y estan involucrados en la génesis
de la ritmicidad circadiana (Chaves, 2011). Se ha demostrado que CRY participa
en la regulacion de la alimentacién y en el metabolismo de Drosophila (Seay y
Thummel, 2011). Sin embargo, aun no se conoce el mecanismo por el cual se

transmite la sefial de la luz al reloj molecular circadiano.

Por otra parte, PER es fosforilado por las cinasas “Doubletime” (DBT), la cinasa
de caseina Il y la proteina fosfatasa 2A, las cuales regulan su degradacion, si TIM
no es degradado se forma el dimero PER-TIM, otra cinasa involucrada es la
glucogeno sintasa cinasa-3 (GSK3) encargada de la translocacion de PER-TIM al
nacleo (Weber et al. 2006).

3.2. Sincronizacion
Las sefales temporales ambientales y sus variaciones en el medio externo son
detectadas y transducidas por fotorreceptores circadianos que envian la informacién
temporal ciclica mediante vias aferentes hasta los marcapasos que finalmente a
través de vias eferentes sincroniza los ritmos fisiologicos y conductuales a la

ciclicidad del ambiente (Figura 2).

Por lo tanto, las sefiales ambientales ciclicas juegan un papel fundamental en la
sincronizacion, a esta sefal se le ha llamado “zeitgeber” (ZT). La sincronizacion es
el resultado del ajuste del periodo y la fase con el ciclo ambiental. Cuando el ritmo

es sincronizado por un ciclo ambiental decimos que el ritmo es encarrilado o

11



Velazquez Amado Rosa Maria

entrenado (de “entrainment”, en inglés), es decir el “zeitgeber” arrastra al ritmo

enddgeno hasta ajustarlo a él.

Entrada Oscilador Salida
Zeitgeber Elementos
positivos
Senales {-\ xpresion\, Comportamiento
ambientales Sincronizacion Marcapaso de
(luz) v genes Metabolismo
Elementos
negativos

Figura 2. Organizacion del marcapaso circadiano. Muestra los componentes que
componen las vias de entrada y de salida del marcapaso circadiano. Las sefiales
ambientales (por ejemplo la luz) son detectadas y traducidas a través de las vias de
sefalizacién ajustando la fase y/o el periodo del marcapaso el cual estd compuesto por
elementos negativos y positivos, los cuales originan cambios en la expresion de genes del
reloj y aquellos genes que son controlados por el reloj, para finalmente modificar la
oscilacion de los ritmos evidentes como es el metabolismo y el comportamiento.

Para demostrar que una variable ambiental es utilizada como sefial de tiempo
para el sistema circadiano se han establecido los siguientes criterios (Moore-Ede et
al, 1982):

e Mostrar que un ritmo en oscilacion libre bajo condiciones controladas tiene
una independencia del periodo antes y después de exponer el animal a la
sefial ambiental.

e EIl control de periodo se establece cuando el animal es mantenido bajo el
ciclo ambiental por lo que el periodo del ritmo circadiano se ajusta al periodo
del ciclo ambiental.

e Control de Fase. Si se remueve la sefal de tiempo, el ritmo comienza a
oscilar libremente con una fase determinada por el ciclo del ambiental y no

por el ritmo antes del encarrilamiento.
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e La magnitud y el signo del efecto de los factores ambientales en la
sincronizacion de los ritmos biolégicos depende del ciclo enddgeno en el que
se aplique el estimulo, esto genera unarelacion de fase-respuesta que define
los limites de la sincronizacion.

e Relacién de fase estable. La relacion de fase es estable, reproducible y se
define como la diferencia en tiempos y en grados en el momento en el que
se observa el ritmo biolégico y el momento del sincronizador mostrando una
dependencia impuesta Unicamente por la sefial de tiempo. Es decir, se dice
gue hay un control de fase cuando se retira el animal de la sefial ambiental y
se observa que el ritmo inicia su oscilacion libre con la fase determinada por
el ciclo ambiental y no por la fase que predeciria a partir del ritmo enddégeno

cuando esta en oscilacion libre.

3.2.1. La luz y la sincronizacion

Entre las sefiales ambientales que pueden ajustar al reloj circadiano destacan
los cambios diarios de luz y oscuridad que son producto del movimiento de rotacion
de la Tierra. Una gran diversidad de especies estd en constante exposicion a las
variaciones de luz y probablemente la adquisicion de los ritmos enddgenos fue un
mecanismo de seleccién en la historia de la evolucién bioldgica. La luz es la sefal
ambiental que ha sido mas estudiada. Se ha demostrado que la luz ejerce diferentes
efectos sobre el reloj circadiano, tanto de naturaleza paramétrica como no
paramétrica. Se han disefiado experimentos en los cuales la aplicacion de pulsos
de luz discretos a diferentes horas del dia puede tener un efecto en la fase de los
ritmos circadianos, induciendo adelantos o atrasos de fase para sincronizar el ritmo
a los distintos fotoperiodos diarios que se producen durante las estaciones. Se ha
establecido que la luz tiene dos efectos sobre el reloj en funcion a su duracion,
primero si exponemos a pulsos breves de luz se generan cambios de fase en la
expresion de los genes del reloj que inducen retardos de fase en la noche temprana
y avances durante la noche tardia (Johnson et al, 2003), y segundo al exponer el

reloj a una luz intensa y cronica se afecta el acoplamiento intercelular de las
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neuronas que componen al marcapaso circadiano produciendo arritmia. Aunque la
ritmicidad se recupera rapidamente al colocar a los organismos en oscuridad

constante (Golombeck y Rosenstein, 2010).

3.3.La familia de las proteinas cinasas activadas por mitbgenos.

La cascada de las proteinas cinasa activada por mitdgenos (MAPK) esta
constituida por la familia serina/treonina cinasas y es clave para la regulacion
coordinada de la proliferacion, supervivencia y diferenciacién en las células
eucariotas. Alteraciones en la regulacibn de la via contribuye a diversas
enfermedades. Se ha estudiado esta familia de proteinas desde las levaduras a los
mamiferos, en donde su activacion esta relacionada con diversas respuestas como
el control de la osmolaridad, la luz ultravioleta, los agentes genotoéxicos, la
inflamacion, el choque de calor y el estiramiento mecéanico; estas cinasas se
encargan de la regulacion de procesos moleculares como la transcripcion,
traduccion, y sintesis de acidos nucleicos (Madhani y Fink, 1998; Chen et al. 2001,
Bennett et al. 2013; Roberts y Der, 2007).

Por otra parte, la familia de las MAPKs esta generalmente definida por la
identidad del amino&cido que separa al motivo treonina-X-tirosina (T-X-Y)
involucrado en el dominio de activacion de los miembros de esta familia, siendo T-
Glu-Y (ERK), T-Gly-Y (p38) y T-Pro-Y (JNK). El papel de la fosforilacion del sitio de
activacion de MAPK es clave en la comunicacion celular en el funcionamiento del
sistema nervioso, el desarrollo, las funciones fisiolégicas y la homeostasis. La
fosforilacion puede ocurrir en el citoplasma y en el nucleo debido a que muchos
blancos son factores o correguladores transcipcionales (Roux y Blenis, 2004;

Sausedo y Gavilanes, 2005).

En los mamiferos las MAPK estan organizadas en 7 grupos de acuerdo al
motivo de activacion del dominio cinasa, la especificidad de su sustrato y al estimulo

extracelular que regula su actividad. La funcion principal de la via es la de traducir
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los estimulos extracelulares reconocidos por los receptores de la célula a un gran
namero de moléculas blanco que en relevo integran respuestas intracelulares
altamente especificas al estimulo inicial, ver figura 3 (Roux y Blenis, 2004;

Cargnello y Roux, 2011).
Grupos:

e Las cinasas denominadas por su nombre en inglés Extracellular Signal
Regulated Kinases (ERKSs): ERK1/2 (44 y 42 KD), se expresan de manera
ubicua, se activan en respuesta a factores de crecimiento y proliferacion.

e Las cinasas ERK 5 son activadas por factores de crecimiento y destacan por
su papel en la proliferacion y diferenciacion celular, en el desarrollo
cardiovascular y diferenciaciéon neuronal, auto-controla su translocacién al
ndcleo (Nishimoto S y E. Nishida, 2006)

e Las cinasas activadas por estrés (SAPKs) asi como las cinasas del extremo
N-terminal del factor de transcripcién c-jun (JNK): JNK1/2/3. Se activan en
respuesta a multiples formas de estrés ambiental y citocinas.

e Grupo de p38. En respuesta a citocinas, distintos tipos de estrés ambiental,
endotoxinas e hiperosmolaridad.

e Las cinasas ERK 3/4, definida como una MAPK atipica con diferencias
estructurales y funcionales a MAPK, se acumula durante la mitosis (Déléris
et al. 2011).

e Las ERK 7/8. Sus funciones se han relacionado en la regulacion de la
proliferacion y en respuestas hormonales.

e El grupo NKL (por sus siglas en ingles de Nemo-Like Kinase) es ortologo de
una proteina cinasa llamada Nemo, involucrada en la regulacién de la B-
catenina, y se han identificado que sus sustratos son factores de
transcripcion de la familia del factor potenciador linfoide /factor T-cell y
STAT3.

Los primeros cuatro grupos forman parte de las MAPKs clasicas, en tanto el

resto forma parte de las MAPKSs atipicas porque no poseen el dominio de activacion
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gue caracteriza a la familia o porque no se organizan en los tres niveles clasicos de

activacion de las MAPKSs clasicas cinasas.

En general, las familias de MAPK tienen tres elementos consecutivos cuyo orden

indica la manera en la que se activan: la MAPKKK (cinasa de la cinasa de la MAP
cinasa), la MAPKK (cinasa de la MAP cinasa) y MAPK (MAP cinasa).

Entrada Factores de Estrés, factor de diferenciacion, Estrés
crecimiento factor de cre?iento o citosina\ l
MEKK1/4,
MAPKK Raf-1, A-Raf, ? MEKK1- DLK, MLK1-4, TAK1, PAK
(S/T) B-Raf, Mos, 3, Tpl-2 LZK, TAK1, ASK1,
Tpl-2 ? ASK1, ZAK MLK3 l
MAPKK MEK-1y 2 ERK3/4K ? ? MEK-5 MKK4 y7 . MKKS3,
l 1 | | l MKK6
MAPK (S/T) ERK-1y 2 ERK3, ERK7/8 NLK ERK5 JINK1,2y 3 P38a,B,vy
. 8 - 1 1 : |
Efectores activos Cinasas P90 I I I MEF2C c-jun, ATF-2 Cinasa
por la rsk, SOS de Elk-1, p- MAPKAP,
transfosforilacion  fosforilasa A2, 53, DPC4, ATF-2,
de cinasas Receptor de ? ? ? NFAT4 Elk-1,
(factores de EGF, Elk-1, Sap-la. CHOP,
transcripcion, Ets-2, Sapla, ATF-2,
cinasas) c-Myec, Tal, MSK, Max,
STATSs, MSK, MER2C
cPLA2 i
l Crecimiento, Produccién
Salidas Diferenciacion, c-jun diferenciacion, de
crecimiento supervivencia, citosinas,
apoptosis apoptosis

Figura 3. Esquema de las principales vias de MAP cinasa en mamiferos. Se activa cada via por una

sefial especifica que induce la fosforilacion de un tipo de MAP mediando diferentes respuestas. Residuos

serinal/treonina (S/T). Las flechas negras indican activacion. El signo de interrogacion (?) indica que no se

conocen los elementos que participan en la via. ( Roux y Blenis, 2004; Roberts y Der, 2007; Cargnello y

Roux, 2011).

En la activacion de MAPKKK, un receptor de la membrana plasméatica activa

moléculas intermediarias como PKC y las proteinas de union a GTP de la familia de
Ras/Rho activando por fosforilacion a las serina/treonina cinasas MAPKKK cuyos
sustratos pueden ser sitios de pleckstrina, secuencias ricas en prolina (dominios
SH3), dedos de Zinc, cierres de leucina, secuencias de unién a proteinas G o los

sitios serina/treonina de las MAPKKSs, una region muy conservada entre los
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subdominios VIl y VI, lo cual produce su activacion para la fosforilacion de MAPK
en el subdominio VIII localizado en el asa de activacién en el nucleo catalitico que
es esencial para la actividad enzimética de esta ultima cinasa. La estructura de
MAPK esta formada por el dominio cinasa que contiene el nucleo catalitico Tyr-X-
Thr y el dominio CD (del inglés Common Docking, anclaje comdn) que permite la
interaccién con otras proteinas como las fosfatasas. Las cascadas MAP cinasa
forman complejos que facilitan su localizacion, activacion serial y la restriccion de la

sefal (Saucedo y Gavilanes, 2005; Cargnello y Roux; Pearson et al. 2001).

3.3.1. ERK

Las isoformas ERK1 y ERK2 son componentes ejecutores de la via MAPK y son
formas evolutivamente conservadas que se originan a partir de dos genes erkl
(mapk3) y erk2 (mapkl) y que producen unas proteinas de 44 y 42 KD
respectivamente. También se forman otras proteinas a través de la codificacion de
estos genes por “splicing” como ERK1b (46KD) y ERK1C (42 KD). ERK-1 y ERK-2
son proteinas con un alto grado de similitud, son ubicuas y sus propiedades
bioguimicas son similares, también se coexpresan en gran variedad de tejidos y

lineas celulares (Voisin et al. 2010; Wotzel y Seger, 2011).

La activacion de la cascada ERK 1/2 inicia a través de los receptores de
tirosincinasas (RTK), los receptores acoplados a proteinas G (GPCRS), los canales
idnicos o la mayoria de los receptores para citosina que transmiten la sefial a través
del reclutamiento de proteinas adaptadoras por GRB2 y SOS que activan a Ras,
esto ocurre en la membrana plasmatica o en la membrana de los organelos. La
activacion de Ras-GTP estimula la formacion de complejos de sefializacion
formados por tres proteinas Raf-1, B-Raf y A-Raf (Rafs). Se ha propuesto que otros
componentes también pueden participar en la activacion de ERK1/2 como c-Mos, el
proto-oncogen TPL2 y MEKK1 que actdan en condiciones de estrés.
Posteriormente activan por fosforilacion a MEK1/2 y estos ultimos activan especifica

y completamente a ERK1/2 en los residuos Thr-X-Tyr. ERK1/2 tiene cerca de 200
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sustratos, entre los cuales se encuentran elementos del citoesqueleto, PLA2
citoplasmatico, dominios intercelulares de receptores de membrana, proteinas
cinasas como la ribosoma cinasa S6 y factores de transcripcion como EIk-1, c-Fos
y c-Jun, (Nishimoto y Nishida, 2006; Wotzel y Seger, 2011).

3.3.2. JINK

JNK es una proteina cinasa que se activa por estrés en respuesta a la
inhibicion de la sintesis de proteinas como la ciclohexamida anisomicina, las
citosinas inflamatorias, el factor de necrosis tumoral (TNFa) y IL-1 , cambios de la
osmoralidad, shock de calor y radiacion ultravioleta (Coso et al. 1995).

Tres genes codifican para la proteina JNK: a, B y y con 12 isoformas producto
del splicing alternativo. Miembros de los grupo de MEKK (1/2), el grupo ASK, TAKI
y Tpl2, DLK, MLK1-4 y ZAK pueden activar la via de JNK, esté ultimo se puede unir
al N-terminal fosforilando a el factor de transcripcién c-Jun (Ser63-Ser-73) un
componente del complejo transcripcional AP-1, que regula la expresion de genes
de citocinas, y genes relacionados con la respuesta a estrés ambiental, la radiacion,
la activacion de factores de crecimiento e incluso la transcripcion positiva de su
propio gen c-Jun. Los sustratos conocidos de JNK son c-jun, ATF-2 de EIk-1, p-53,
DPC4, NFAT4 y Sap-1, estos factores pueden regular positivamente a c-Fos
incrementando la expresién de la proteina c-Fos. JNK también puede fosforilar a los
factores de transcripcion relacionados con Ets, JunB y Jun D (Manning et al. 2002;
Zhan y Lui, 2002).

3.3.3. El reloj circadiano y la via de sefializacion de las MAPK

Para identificar los mecanismos de transduccion de sefiales implicados en el
proceso de sincronizacion se tienen que cumplir los siguientes criterios (Butcher et
al. 2002):

-La activacion de la via de manera rapida como respuesta a la exposicion a la

luz.
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-Que la activacion se limite a la noche subjetiva (puesto que es la zona de
sensibilidad circadiana)

-Que la via se acople a la activacion de factores de transcripcion. Proponiendo
gue los productos génicos recién transcritos pueden regular al reloj estableciendo
el circuito de transcripcion/traduccion que genera un ritmo.

Estos criterios plantean que una via de transduccién de sefiales puede
desempefiar un papel central en la sincronizacion si la entrada fética ajusta la fase
del periodo de la oscilacién circadiana. En los mamiferos se ha demostrado que
durante la estimulacién luminosa del nucleo supraquiasmatico (estructura en donde
reside el marcapaso circadiano) durante la noche se produce una rapida activacion
de la via MAPK-ERK, en tanto la interrupcion farmacoldgica de la via durante la
exposicién a la luz produce un desacople de la via fética de la sincronizacién en el
ritmo de actividad locomotora. Sin estimulacion luminosa este mismo tratamiento
produce una interrupcion transitoria de la via MAPK que no altera la fase del ritmo
de actividad locomotora (Butcher et al. 2002; Hainich et al. 2006). Por otra parte
también se han encontrado ritmos circadianos de P-ERK1/2 en el nucleo
supraquiasmatico (Pizzio et al. 2003, Hainich et al. 2006), sefialando que la cascada
ERK/MAPK puede tener un papel importante a través de la estimulacion fética en la
fosforilacion del factor de transcripcion CREB (Obrietan et al. 1998). En cambio la
inhibicién farmacolégica de ERK atenta los avances de fase del ritmo locomotor,
sugiriendo que es necesario que ERK se encuentre desfosforilado para que la luz
pueda inducir cambios de fase, mientras una fosforilacion de ERK constitutiva
bloguea los cambios de fase inducidos por la luz (Butcher et al. 2002; Coogan y
Piggins, 2003; Hainich et al, 2006).

También se ha demostrado en los mamiferos que otros elementos pueden
formar parte de la sefializacion para la sincronizacion como los eventos
postsinapticos que incluyen la activacion del receptor de glutamato, PACAP vy el
calcio intracelular, las proteinas cinasas de calcio calmodulina (CaMK), el éxido
nitrico y la proteina cinasa G en el marcapasos de los mamiferos y por lo tanto en

la generacion de cambios de fase producido por la luz en la transcripcion de los
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genes inmediatos tempranos (IEGs), los genes del reloj y en los registros de

actividad locomotora (Butcher et al. 2002; Roenneberg y Merrow, 1998).

Se ha reportado que otras vias de sefalizacion MAPK como p38 (Pizzio et al.
2003; Petrzika et al. 2009) y JNK también estan involucradas en la regulacion de la
respuesta a la luz y la sincronizacion del reloj circadiano.

La activacion de JNK 1-3 esta relacionada a una variedad de sefales
ambientales como la hiperosmolaridad y la exposicion a la radiacion ultravioleta, las
cuales pueden transmitir su activacion al complejo Bmall-CLOCK, elementos de
regulacion positiva del reloj cuyo efecto se ha observado en la velocidad de la
oscilacion y la fase del reloj circadiano en respuesta a la luz, produciendo cambios
en el ritmo de actividad locomotora (Yoshitane et al. 2012) y que tiene un control
sobre el periodo del gen perl en el nlcleo supraquiasmatico y en otros tejidos del

raton pero no sobre per2 (Chansard, et al. 2007).

3.3.4. El modelo de molecular.

En mamiferos la via de MAPK/ERK ha sido la méas estudiada en relacién a la

sincronizacion del reloj circadiano en el nicleo supraquiasmatico (NSQ).

En el pez cebra un subconjunto de criptocromos estan especializados en
detectar luz azul transduciendo la sefial a través de la via MAPK para modificar la
actividad de la maquinaria transcripcional (Cermakian et al. 2002). Se ha reportado
gue la luz azul induce la expresion de genes como per2 y cryla, y la via MAPK/ERK
esta participando como un regulador negativo de la transcripcion, por lo tanto, CRY
no solo forma parte de la fotorrecepcion (via PKC-MAPK) también puede participar
como elemento de la maquinaria del reloj molecular (Mracek et al. 2013; Yu et al.
2007). Se ha demostrado que la activacion de la transcripcion de CLK/CYC es
regulada por calcio/CaMK I, nucledtidos ciclicos/PKA y la via Ras/IMAPK (Weber et
al. 2006).
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3.4.El acocil Procambarus clarkii, un modelo para el estudio de los ritmos
circadianos

En el grupo de los crustaceos se ha destacado el acocil P. clarkii como un
modelo para la comprension de los mecanismos del reloj circadiano y su interaccion
con el medio ambiente. En el acocil ha demostrado que diversos tejidos presentan
oscilaciones enddgenas con periodos cercanos a 24 horas y se ha sugerido que son
inducidas por un marcapaso central, el cual organiza las oscilaciones de estos
tejidos o relojes periféricos o por varios osciladores que conservan una relativa
independencia (Strauss y Dicksen, 2010). Se ha propuesto que el sistema
circadiano del acocil es un sistema multioscilatorio distribuido jerarquicamente en
donde aun no se ha determinado si se encuentra orquestado por un reloj maestro o
por varios osciladores que conservan una relativa independencia (Fanjul-Moles y
Prieto-Sagredo ,2003, Strauss y Dircksen, 2010). En general se considera que el
sistema circadiano se localiza en al menos tres estructuras marcapaso: 1) el
complejo retina-lamina ganglionaris 2) el I6bulo 6ptico que conforma el sistema
neurosecretor glandula sinusal-6rgano Xy 3) el ganglio cerebroide que contiene los
fotorreceptores circadianos. Ademas de que se ha propuesto, aunque no se ha
comprobado que algunos ritmos podrian sincronizar por medio de la luz a través de
dos vias de entrada, los receptores retinianos y extraretinianos (Aréchiga y
Rodriguez-Sosa, 1997; Rodriguez-Sosa et al. 2008), los cuales pueden activar vias
de sefalizacion intracelular produciendo cambios ritmicos bioquimicos,
moleculares, fisioldgicos y conductuales que les permitan adaptarse y anticiparse a

los cambios ambientales.

En trabajos previos de nuestro laboratorio se ha identificado inmunoreactividad
a CRY en el complejo lamina terminalis-cuerpo hemilipsoidal y en células del
{protocerebro anterior, ademas de que esta proteina se encuentra oscilando
circadianamente en estas estructuras. Esto sugiere que CRY participa en la via de
transduccion de la luz al reloj circadiano del acocil y que tiene un efecto sobre la
sincronizacion de los ritmos de amplitud del electrorretinograma y de actividad

locomotora (Bernal-Moreno et al ,1996; Fanjul-Moles, et al. 2004; Sullivan et al,
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2009)-pero quiza también que podria participar como un elemento del mismo reloj
Por otra parte se ha reportado inmunoreactividad a PER (Aréchiga y Rodriguez-
Sosa, 1998; Escamilla-Chimal et al, 2010), TIM y CLK en el nucleo y citoplasma en
células de la retina, I6bulo 6ptico y el ganglio cerebroide en P. clarkii presentando
ritmos diarios y/o circadianos, y su colocalizacion, sugiriendo la interaccion de estas
proteinas y los factores de transcripcién negativos y positivos, elementos que
forman parte del modelo candnico del marcapaso circadiano en diversos
organismos. Sin embargo, no se han caracterizado la via de sefalizacién por la cual

el reloj circadiano se sincroniza a la luz activando a CRY.

4. Planteamiento del problema

El reloj circadiano se puede ajustar por factores externos, de manera patrticular,
la luz puede desencadenar una serie de cambios en las vias de sefalizacion
produciendo cambios en la fosforilacion de proteinas cinasas, como se ha
demostrado en otros modelos (Lamb et al. 2012; Mracek et al. 2013; Antoun. et al.
2012) de lo que resulta o bien la sincronizacion del reloj circadiano o la activacion
de factores de transcripcion que activan genes reloj.

En los crustaceos y en particular en P. clarkii no se ha demostrado ni la presencia
de MAPK, ni su posible participacion fisiologica en el sistema circadiano mediante
una posible interaccién con la proteina CRY.

Por lo anterior surgen las siguientes preguntas: ¢ Interviene la MAPK en las vias
de sefalizacion luminosa del reloj circadiano del acocil? Si MAPK forma parte de la
via de fotosincronizacion del reloj, ¢ interacciona con CRY?

Al tratar de contestar estas preguntas nos resulté interesante conocer si la
participacién de la via MAPK ocurre a través de la activacion de ERK y JNK, dos
proteinas cinasas que previamente han sido descritas como elementos involucrados
en el ajuste del reloj circadiano en los vertebrados y que producen cambios de fase

en la noche subjetiva.
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5. Hipdtesis

General

La proteina CRY participa en la sincronizacion a la luz del sistema circadiano del

acocil a través de la via de sefalizacion MAPK (ERK).

Particulares

1.

Tanto ERK como JNK forman parte de la maquinaria del reloj molecular del
acocil y se localizan en las estructuras propuestas como marcapasos,
oscilando de manera circadiana. Los inhibidores de MAPK afectaran esta
oscilacion.

Si CRY interviene en la via de sincronizaciéon a través de ERK, por lo que la
irradiacion con luz azul a horas de sensibilidad circadiana afectara esta
posible relacion.

Si MAPK forma parte de la via que participa en la sincronizacién su inhibicion
tendra un efecto en la regulacién de proteina CRY un elemento que muestra

oscilaciones circadianas en el acocil.

6. Objetivos

1.

En condiciones de luz oscuridad-oscuridad (LO) y oscuridad constante (OO)
se disecaran y procesaran mediante la técnica de ELISA la retina, el I6bulo
optico y el ganglio cerebroide para determinar la presencia y abundancia de
las proteinas CRY, ERK y JNK cada 4 horas hasta completar un ciclo de 24
horas. Los resultados se analizaran con el programa de COSINOR.

Los tres marcapasos propuestos se irradiaran con luz azul a una hora de
mayor sensibilidad del sistema circadiano (noche subjetiva temprana) (datos
del laboratorio), determinando la abundancia ciclica de las proteinas CRY y
ERK y JNK.
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3. Antes de la irradiacion los tejidos marcapasos seran tratados con un farmaco
inhibidor selectivo de MEK-1 y MEK-2 con un vehiculo, determinandose a

posteriori la expresion ciclica de las proteinas CRY y MAPK.

7. Materiales y métodos

7.1. Animales

Para el estudio se utilizaron 77 animales adultos de la especie Procambarus
clarkii en intermuda, sin distinguir entre el sexo, los cuales fueron colectados en
Chihuahua, México. Los animales se colocaron en acuarios airados, a una
temperatura 23°C +2°C, en ciclos de luz-oscuridad 12:12, iniciando a las 08:00 h,
durante aproximadamente 15 dias. Los animales se alimentaron con camaronina ad

libitum.

Después de la aclimatacion los organismos se separaron en cinco grupos. El
primer grupo fue sacrificado para obtener el muestreé de 6 horas de un ciclo de 24
horas (4, 8, 12, 16, 20y 24 h, para cada hora se tomaron tres animales). El segundo
grupo se mantuvo en condiciones de oscuridad constante por 72 h y se muestreo a
las mismas 6 horas que el primer grupo; el tercer grupo mantenido en LO 12:12 con
un pulso de luz azul en ZT14 con luz monocromatica azul (420nm) a una intensidad
de 1.93 X 1013 fotones/seg con una duracion de 1 hora, y sin volver a encender la

luz blanca se muestreo6 al dia siguiente en las mismas horas que el primer grupo.

En el cuarto grupo en condiciones de LO 12:12 (formado por 5 animales) se
aplicé una inyeccion de 50 ul de disolucion del inhibidor U0126 (19-147, MERK) a
una concentracion de 100 uM diluido en DMSO al 1% y Van Harvel (pH 7.4) a cuatro
animales en el pedunculo ocular en ZT22. Se disec6 cada animal cada 30 minutos
hasta a completar dos horas después de la inyeccion. A otro animal son se le inyecto
el farmaco y se diseco en ZT 24. Este grupo mostro el efecto del inhibidor sobre las
proteinas CRY, ERK y JNK.
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En el quinto grupo de animales en LO12:12 se le aplicoé una inyeccion en el tallo
ocular el farmaco U0126 100 uM con el vehiculo DMSO al 1% y VH (50 pl) una
hora antes del pulso de luz azul en ZT14 y se muestreo0 al dia siguiente a las mismas

horas que el primer grupo y sin encender la luz blanca.

7.2.Disecciones y procesamiento de muestras

Durante el muestreo se tomaron los animales correspondientes en las diferentes
horas para hacer las disecciones en VH. Primero se decapito el animal en luz roja,
se disect el cerebro y los tallos oculares separando con una navaja las retinas de
los l6bulos épticos, se retiraron los restos de retina que quedaron en los I6bulos
opticos. Cada tejido fue colocado por separado, las retinas en 175 pl de
amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.4 y 25 pl de reactivo de extraccion
“‘phosphosafe” (Novagen, 71296) para los cerebros y lobulos 6pticos en 25 ul de

PBS pH 7.4 y 25 ul de reactivo de extraccion “phosphosafe” en frio.

Todas las muestras se homogenizaron y centrifugaron durante 10 minutos a
15000 g. Se retird el sobrenadante y se mantuvo en nitrogeno liquido para los

siguientes ensayos. El sedimento fue desechado.

7.3. Determinacién de proteinas (microensayo)

Para la cuantificacion espectofotométrica de las proteinas se utilizo el ensayo de
Bradford. Se prepar6 un stock de albumina de suero bovino (BSA) (0.5 mg de BSA
en 10 ml de agua desionizada) y se determiné la absorbancia de 0.33 a 280 nm.
Una vez que se determind la absorbancia de la BSA, preparar las diluciones como
se muestra en la tabla A del apéndice de BSA con cloruro de sodio 0.15M con sus
triplicados para construir la curva escalada. Para la determinacion de las muestras
setomd 0.1 pl de retinas, 0.2 pl de I6bulos 6pticos y ganglio cerebroide y se agregé
el NaCl (0.15M) hasta completar un volumen de 15 pul todo esto por triplicado,
finalmente se agrego el reactivo de Bradford (Bio-Rad, 500-0203). Después de 20
minutos se obtuvo la absorbancia a 595 nm. Por medio de la curva estandar se

calculo la cantidad de proteina total necesaria para realizar el ensayo de ELISA.
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7.4.Técnica de ELISA

Las ventajas de la técnica de ELISA son numerosas por poseer una alta
sensibilidad y especificidad; la rapidez por su facil manejo, y por otra parte es
econOmica y versétil. Ademas de la posibilidad de realizar un gran nimero de
determinaciones en placas de microtitulacién en un corto periodo de tiempo y su

reproducibilidad en los resultados.

La modalidad del método de ELISA utilizada para el presente estudio es el
método indirecto que permite la deteccidn de los anticuerpos y su cuantificacion. En
una placa en el que se fija el antigeno problema (10 o 20 ug de proteina total de
cada tejido), se agregd un anticuerpo primario policlonal anti-CRY de Drosophila
anti-dCRY producido en conejo (CRYD13-A, Alpha Diagnostic) cuyo antigeno es
una secuencia peptidica de 18 aminoacidos que contienen el C-terminal del CRY
de Drosophila; el anticuerpo primario monoclonal p-ERK (E-4) (sc-7383, Santa Cruz
Biotechnology) que detectan a la proteina fosforilada en la tirosina 204 de ERK1 y
ERK2 en ratén, rata y humano. Esta fosforilacion se encuentra en un motivo Thr-
Glu-Try, en donde pThry pTyr son necesarios para la activacion enzimatica de ERK;
y el anticuerpo monoclonal p-JNK (G-7) (sc-6254, Santa Cruz Biotechnology) que
detecta las proteinas fosforiladas JNK1, JNK2 y JNK3 en los residuos de Thr 183 y
Tyrl85 de raton y humano que se encuentran en el motivo Thr-Pro-Tyr en respuesta
a la radiaciéon ultravioleta, se describe como un motivo divergente del motivo
caracteristico de las MAPK, todos a una dilucion de 1:1000. Posteriormente se
adiciona un anticuerpo secundario para CRY anti-conejo IgG (H+L)- Alk (20350,
Alpha Diagnostic) y para ERK y JNK el anticuerpo secundario anti-raton IgG (H+L)-
AP (GTX85314, Genetex), ambos a una dilucion de 1:2500. Estos anticuerpos
secundarios tienen conjugada una enzima fosfatasa alcalina que reacciona con el
sustrato p-nitrofenil fosfato disddico hexahidratado (PNPP; sc-3720, Santa Cruz
Biotechnology) y produce un producto colorido, de mayor intensidad cuando mayor

sea la cantidad de inmunocomplejos especificos formados. La valoracion
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colorimétrica se realizO por espectrofotometria, en un lector de microplacas
(Absorbence Microplate Reader, Modelo ELx800) que de manera automatica mide
a 405nm la densidad éptica (DO) de cada muestra. Los valores obtenidos en las
muestras problema se compararon con los valores de referencia predeterminados
en la curva de calibracion correspondiente para cada proteina en concentraciones
conocidas de antigenos. También se evaluaron los elementos que interviene en la
reaccion como son los controles, el soporte soélido en relaciéon a la fijacion del
antigeno; la calibracion de las muestras problema, la dilucion de los anticuerpos
primarios y secundarios; los tiempos de incubacién y los lavados. Lo anterior se
llevdo a cabo tomando como referencia el protocolo de ELISA de Santa Cruz

Biotechnology.

Las curvas de calibracion fueron construidas utilizando como antigeno el péptido
control/bloqueo correspondiente para dCRY (CRYD-13P, Alpha Diagnostic), ERK
(sc-7383P, Santa Cruz Biotechnology) y JNK (sc-6254P, Santa Cruz
Biotechnology). Cada punto de la curva se realiz6 en triplicados y se repitio la curva

en cada grupo experimental.

También utilicé los respectivos controles para la fosforilacion de ERK
Helatirradiated UV Cell Lysate (sc-2221, Santa Cruz Biotechnology) y la
fosforilacion no activa Hela Whole Cell Lysate (sc-2200, Santa Cruz Biotechnology);
y en el caso de la fosforilacion de JNK Raw 264.7+UV Cell Lysate (sc-24769, Santa
Cruz Biotechnology).

Las etapas que comprenden la ELISA indirecta son las que siguientes:

- Cubrir las microplacas de 96 pozos (sc-204463, Santa Cruz Biotechnology) con
los blancos (contienen solamente solucién de carbonatos 0.1M, pH 10.3), los puntos
de la curva, las muestras problema y los controles positivos y negativos
respectivamente, cada uno por triplicado y diluidos en 50 ul de solucion de

carbonatos 0.1M, pH 10.3.
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-Incubacion: union del antigeno siendo esté el péptido control conocido, los

controles y muestra problema durante toda la noche a 4°C.

-Lavado de los pocillos para eliminar el exceso de antigeno no unido con solucién
de carbonatos 0.1M, pH 10.3.

-Bloqueo de la placa con 50 ul de solucion bloqueo BSA ELISA (sc-293965, Santa

Cruz Biotechnology) por pozo durante 2 horas a 4°C.

-Adicion del anticuerpo primario previamente diluido en 50 pl de solucién bloqueo

BSA ELISA para anti-CRY, anti-ERK y anti-JNK segun corresponda el ensayo.
-Incubar el anticuerpo primario a 4°C, durante 72 horas.
-Tres lavados consecutivos con solucion PBS ELISA pH7.4 con Tween-20 al 0.05%

-Adicién del anticuerpo secundario conjugado con fosfatasa alcalina disuelto en 50
ul de solucion bloqueo ELISA, segun corresponda el ensayo. No se agrega en los

blancos.

-Incubar el anticuerpo secundario a 4°C por 2 horas.

-Tres lavados consecutivos con solucién PBS ELISA pH7.4 con Tween-20 al 0.05%.
-Retirar la solucion y dejar secar la placa.

-Lavado de 50 pl de solucién tamponada de dietanolamina 0.001M DEA, 0.5 mM
MgClz, pH 9.8 y NaN3 0.01% (980831, MP Biomedicals)

-Adicion del sustrato PNPP, previamente diluido en la solucién tamponada de

dietanolamina en una concentracion de 1mg/ml, 50 ul para cada pozo.
-Incubacién con el sustrato durante 2 horas a temperatura ambiente.
-Detener la reaccion con 50 pl de solucion EDTA 0.1M, pH 7.5.

-Lectura de la placa a 405 nm.
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7.5. Andlisis de resultados

Una vez obtenidas la DO de las muestras se calcul6 la cantidad de proteina
CRY, p-ERK o p-JNK con respecto a sus respectivas curvas de calibracion. La
abundancia de la proteina de interés se expreso en las graficas como la cantidad
de proteina (CRY, p-ERK o p-JNK) en picogramos (pg) en relaciéon a 20 000
nanogramos (ng) de proteina total que estaba contenida por cada pozo de la placa

de microtitulacion.

Se obtuvo el promedio para cada hora del muestreo por condicion y se realizaron
los cronogramas correspondientes en el programa SigmaPlot 2001 (version 7.0), en
cada uno se sefala el ZT y/o tiempo externo con respecto a la condicidon
experimental. También se graficaron los resultados obtenidos en los animales
inyectados con U0126 100 uM en ZT22 y muestreados cada 30 minutos durante

dos horas.

Puesto que las cantidades obtenidas para las diferentes proteinas fueron
pequefias para poder analizarlas mediante el andlisis de cosinor todos los datos
fueron multiplicados por 1000. El analisis de Cosinor realiza un ajuste por minimos
cuadrados y asume que los datos estan distribuidos en una onda sinusoidal en base
al periodo de prueba (1), lo que permite realizar una prueba objetiva de la hipétesis
si la amplitud es diferente a cero, ademas de sefalar el porcentaje del ritmo de los
datos que fueron analizados. El ritmo es significativo si p es < 0.05 (Vega, 1993;
Reinberg and Smolensky, 1983). El analisis estadistico se hizo con el software
COSANA (A. Benedit Silva, GMDRB, Departamento de Fisiologia y Biofisica.
ICB/UPS, Brasil); también se realizé el analisis de Anova para un factor con el
software IBM SPSS Statistic (version 21.0.0.0). Tanto el analisis de cosinor como el
de Anova se realizaron tomando en cuenta el ZT o el tiempo externo segun

corresponda a la condicion experimental.
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8. Resultados

8.1. Curvas de calibracion

A continuacién se muestran las curvas de calibracion representativas obtenidas

para el ensayo de ELISA.

La curva de la proteina CRY se obtuvo a partir del péptido de control de CRY
(CRYD-13P, Alpha Diagnostic) las diluciones son 0, 0.0099, 0.00195, 0.0039,
0.0078, 0.0156, 0.0313, 0.0625 y 0.125 ng en 50 ul de solucién de carbonatos 0.1M,
pH 10.3, se muestra la ecuacién de la recta ajustada en la Figura 4 con un
coeficiente de determinacion (R?) el cual indica qué tanto de la variabilidad total
observada en Y puede explicarse por la relacion lineal entre Xy Y, en este caso R?=
0.939.

0.16 +

y = 1.0888x
Rz =0.9386

0.14 -
0.12
0.10

Q0.08
0.06
0.04

0.02

0.00 &~ . . . . .
0000 0025 0050 0075 0100 0.125
CRYD-13P (ng)

Figura 4. Curva de calibracion de CRYD-13P obtenida por
Elisa. La dilucion del anticuerpo primario fue 1:1000. Los valores
son medias para cada concentracion + s.e.m. La linea punteada
la regresion lineal, se indica la ecuacion.

La curva de calibracion de p-ERK (Figura 5) se construyo con el péptido control

p-ERK (sc-7383P, Santa Cruz Biotechnology) las diluciones que se utilizaron son:
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0.0000, 0.0019, 0.0038, 0.0076 y 0.015 ng en 50ul de solucion de carbonatos 0.1M,
pH 10.3.

0.07 ~

y = 3.8727x
Rz = 0.9302

0.06 -
0.05 -
0.04 -
o
(a]
0.03 -

0.02 -

0.01 1

0-00 - T T T T T 1
0 0.0025 0.005 EREQfg) 0.01 0.0125 0.015

Figura 5. Curva de calibracién de p-ERK (sc-7383P,
Santa Cruz Blotechnology) para la técnica de Elisa. La
dilucion del anticuerpo primario p-ERK fue 1:1000. Los
valores son medias para cada concentracion + s.e.m. La
linea punteada la regresion lineal, se indica la ecuacion.

En la curva de calibracién de p-JNK (Figura 6) se construyo con el péptido control
(sc-6254P, Santa Cruz Biotechnology), las diluciones que se utilizaron son: 0.0000,
0.0019, 0.0038, 0.0076, 0.015, 0.030, 0.060, 0.120, 0.24 y 0.48 ng en 50ul de
solucion de carbonatos 0.1M, pH 10.3.
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Figura 6. Curva de calibracién de p-JNK (sc-6254P, Santa Cruz
Biotechnology) obtenida por Elisa. La dilucién del anticuerpo
primario p-JNK fue 1:1000. Los valores son medias para cada
concentracion + s.e.m. La linea punteada la regresion lineal, se
indica la ecuacion.

Los controles positivos y negativo para p-ERK y p-JNK se muestran a
continuacion (Figura 7):

A) Controles p-ERK B) 120 Control(+) p-JNK
1200 -~
100 A
1000 A
=) m Ctl(+ = 80 f1
g 800 - *) g
¥ 600 - Cti() v 601
14 4
W 400 - = 40 A
Q.
200 A 20 A1
O '—i = T - = T = 1 O '
0.13 2.50 12.50 0.13 2.50 12.50
Cultivo celular (ug) Cultivo celular (ug)

Figura 7. Controles positivos y negativo. Se muestra A) Controles para p-ERK. Se utilizé
el control positivo de la fosforilacion el cultivo celular Hela+irradiated UV Cell Lysate (sc-
2221, Santa Cruz Biotechnology) y el control negativo de la fosforilacion el cultivo celular
Hela Whole Cell Lysate (sc-2200, Santa Cruz Blotechnology). B) Control de p-JNK. El control
positivo utilizado es el cultivo celular Raw 264.7+Cell Lysate (sc-24769). Se muestra para
cada grafica la cantidad de cultivo celular utilizado: 0.13, 2.50 y 12.50 ug de cultivo en 50l
de dilucién. n=3
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8.2. Efecto del inhibidor U0126

El U0126 es un inhibidor selectivo de la activacion de la proteina cinasa (MEK),
es decir inhibe la capacidad de fosforilar a ERK. Este farmaco ha sido utilizado
ampliamente como un inhibidor de ERK-1 y ERK-2 hasta 100 veces mas potente
que PD098059 (U0126 I1Cs50=50-100nM), es un inhibidor débil de PKC, Raf, JNK,
MEKK, MKK-3, Mkk-4/SEK, MKK-6, Abl, Cdk2 y Cdk4 (Hitian Q, et al, 2009).

Para conocer el efecto del inhibidor en el grupo cuatro en la abundancia de CRY,
p-JNK y p-ERK se obtuvo los siguientes resultados con 100 ul de U0126 (ZT22) y

muestran en la figura 8.

El efecto de 100ul del inhibidor U0126 después de 30 minutos de la inyeccion
comparado con animal en el que no se inyecto el farmaco (ZT24) es mayor, en tanto,
en los siguientes tiempos (ZT23, 23.3 y 24) incrementa la abundancia de D-CRY en
la retina (figura 8A). Si comparamos la cantidad de esta proteina con la abundancia
obtenida en el cronograma LO 12:12 en retina (figura 10) en ZT20, e incluso
comparado con el maximo obtenido en esta condicion, el resultado es un incremento
de la abundancia de D-CRY. En el I6bulo éptico no se observa ningun efecto durante
las dos horas (figura 8D). En el ganglio cerebroide, la cantidad de D-CRY es menor
gue el animal en el que no se le inyecto el inhibidor (figura 6, datos no significativos),
sin embargo se observa una mayor abundancia de D-CRY con respecto a los
resultados obtenidos en LO 12:12 tanto en Iébulos opticos como en retina (figuras
8Dy G; yfiguras 9D y G).

En las figuras 8B, E y H se observa la disminucién de p-ERK en los diferentes

tiempos después de la inyeccion de U0126 comparados con el animal no inyectado.

El U0126 es un inhibidor especifico para ERK sin embargo se probé el efecto en
la actividad JNK. En el caso de la retina este inhibidor no tuvo efecto en p-JNK,
mientras en los resultados del I6bulo éptico y en el ganglio cerebroide en algunas

horas se observa un incremento de p-JNK (ver figuras 8C, F e I)
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Figura 8. Efecto del inhibidor U0126 100 uM en D-CRY, p-ERK y p-JNK en las tres
estructuras marcapaso del acocil. El fArmaco se inyectd solamente en ZT22 y se
disecd las tres estructuras de un animal cada 30 minutos (barras en gris) a partir de la
inyeccién. La ultima barra muestra los resultados de un animal al que no se le aplicé
la inyeccion del inhibidor (barras negras). A, By C) retina; D, E y F) I6bulo éptico; y G,
H e I) ganglio cerebriode. En cada grafica se muestra la cantidad de proteina segun
corresponda obtenida en 20 000 ng de proteina total (ver analisis de resultados) y las
diferencias estadisticamente significativas de las medias en el animal sin inhibidor (*)
con inhibidor (¢) en los diferentes tiempos. N=1 Anova de un factor A) F=56.448,
P<0.001; B) F=108.873, P<0.00; E) F=191.752, P<0.001; H) F=43.932, P<0.001; F)
F=20.608, P<0.001 y I) F=16.936, P<0.001.
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8.3. Oscilaciones diarias y circadianas
8.3.1. Criptocromo

8.3.1.1. Retina

Los analisis de Cosinor y Anova muestran que la proteina D-CRY presenta
un ritmo diario significativo en LO 12:12 (ver tablas 1 y 2) con un periodo de 22.42
h y un porcentaje ritmico (PR%) de 22.07, estos resultados se muestran en el
cronograma de la figura 9A. El cronograma muestra que 4 horas previas al
encendido de la luz la abundancia de D-CRY esta en el punto minimo del ciclo
(aproximadamente un 27%) y la acrofase se presenta en ZTO que corresponde al
encendido de la luz para después disminuir hasta casi un 46% en las siguientes 4
horas (Figura 9A). En tanto, después de 72h de oscuridad constante el andlisis de
cosinor muestra una oscilacion significativa con un periodo de 23.53 h y un PR% de
35.75, también se puede observar un adelanto de la acrofase de 4 horas con
respecto a las condiciones de LO 12:12. Los cambios de la abundancia de D-CRY
4 horas antes y después de la acrofase situada a las 20 horas del tiempo externo

(TE 20) corresponden al 97% y 75% respectivamente.

8.3.1.2. Lébulo 6ptico

En esta estructura no se presentaron cambios diarios significativos de la
abundancia de D-CRY (ver tablas 1 y 2), sin embargo, se observa una oscilacion
bimodal en la que la abundancia de D-CRY en ZTO corresponde al 94% y en ZT12
al 100%, ya lo largo del ciclo la abundancia no disminuye por debajo de 63% a
diferencia de lo que ocurre en retina (Figura 9D). En la abundancia de D-CRY no se
encontré una oscilacion significativa en el andlisis de Cosinor y Anova en oscuridad

constante (tablas 1y 2).
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8.3.1.3. Ganglio cerebroide

En el andlisis de los resultados se muestran ritmos diarios y circadianos de la
abundancia de D-CRY con un periodo de 12.00 y 23.36 h, respectivamente (ver
analisis de Cosinor y Anova, tablas 1y 2). En la condicién de LO 12:12 la acrofase
(al igual que en retina) se observa en ZTO0, 4 horas antes la abundancia de D-CRY

tiene un 51% y un 41% después de 4 horas.

En OO la acrofase muestra un atraso de fase de 4 horas con respecto a la
acrofase de LO 12:12 (figura 9G).

8.3.2. Extracellular Signal Regulated Kinase “ERK”

Se encontrd que la proteina p-ERK esta presente en la retina, el l6bulo éptico

y el ganglio cerebroide del acocil P.clarkii en todas las condiciones experimentales.

8.3.2.1. Retina

El andlisis de la proteina p-ERK muestra cambios temporales de su abundancia
en la retina, los niveles de la proteina muestran oscilaciones diarias significativas
para un periodo de 24.17 horas, el cronograma muestra que el maximo esta en ZT0
y los resultados son significativos para Cosinor y Anova (tablas 1 y 2) y coincide con
el maximo obtenido de D-CRY en LO 12:12 (figura 9A y B).

Los resultados muestran oscilaciones enddgenas significativas con un periodo
de 14.48 horas tan solo en el analisis de cosinor (tabla 1) (P=0.020), por otra parte,
el maximo de p-ERK tiene un adelanto de fase de 4 horas con respecto al obtenido
en LO12:12 (figura 9B)

8.3.2.2. Lébulo 6ptico

A diferencia de D-CRY, la abundancia de p-ERK en esta estructura mostro
variaciones diarias significativas, por Cosinor como por Anova. Cosinor revela un
periodo de 23.36 horas (tablas 1 y 2). EI maximo de la abundancia se encontré en
ZT 16, y otro con el 96% de p-ERK en ZTO (figura 9E).
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Después de 72h de OO el analisis de Cosinor reveld una oscilacion
estadisticamente significativa, cuyo periodo de 12.23 horas y acrofase coincide con
el méximo de LO 12:12, y la amplitud que en esta ultima condicion de 0.56 paso a
0.98 en OO (figura 9E y tabla 1). Sin embargo, no se encontrd significancia en Anova
(tabla 2).

8.3.2.3. Ganglio cerebroide

Cosinor y Anova no mostraron una oscilacion diaria significativa en el ganglio
cerebroide. EI punto maximo de la abundancia de p-ERK se encuentra en ZT4
(figura 7H; tablas 1 y 2). Sin embargo Cosinor mostré una oscilacion ciradiana
significativa en OO con 1= 18.23 h (tabla 1), el punto maximo se encuentra a las 20

horas del tiempo externo (figura 9H).

8.3.3.Cinasa N-terminal Jun “JNK”

Se identific6 inmunoreaccion para la proteina JNK con el anticuerpo
monoclonal p-JNK (G-7) (sc-6254, Santa Cruz Biotechnology) en la retina, I6bulo

optico y ganglio cerebroide.

8.3.3.1. Retina

Se obtuvo una oscilacion de p-JNK diaria significativa tanto con Cosinor como
con Anova (tablas 1 y 2). Esta oscilacibn mostré6 un periodo de 24 horas, un
PR%57.84 y una amplitud de 24.73, el maximo de la abundancia de la proteina se
presenta en ZTO (figura 9C) y coincide con el maximo de D-CRY y p-ERK en LO
12:12 (cronogramas de la figura 9A, B y C). Esta abundancia disminuy6 durante
siguientes horas de luz hasta el momento del apagado después nuevamente

incremento.

En la condicién de oscuridad constante se obtuvo una oscilacién para un
periodo de 11.48. Esta oscilacion fue significativa tanto por Cosinor como por Anova
(tablas 1y 2). En esta condicién la amplitud del ritmo disminuyé de 24.73 a 9.23; el

92% de la abundancia de p-JNK se situ6 en el inicio del dia subjetivo (08:00 h del
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tiempo externo) y el maximo se encontré en 16:00 h del tiempo externo (8 horas

después) (figura 9C).

8.3.3.2. Lébulo 6ptico

La abundancia de p-JNK mostré6 oscilaciones diarias y circadianas
significativas con Cosinor y Anova (tablas 1 y 2). El periodo que se obtuvo en LO
12:12 es de 24 h y para 72 h OO es de 23.42 horas. El maximo de la abundancia
en LO 12:12 de p-JNK obtenido ocurrié en ZT16 y la amplitud fue de 8.28. En 72 h
OO la acrofase se situo a las 20:00 horas del tiempo externo (inicio de la noche

subjetiva) (figura 9F).

8.3.3.3. Ganglio cerebroide

El maximo de p-JNK de LO 12:12 ocurrié en ZT20 (figura 9l), se obtuvo una
oscilacion bimodal significativa por Cosinor y Anova (Tablas 1 y 2) con un periodo
de 11.53 horas, una amplitud de 10.58. Cosinor y Anova revelaron un ritmo
estadisticamente significativo en OO (tablas 2 y 3), cuyo periodo fue de 24.24 horas,

el maximo del ritmo se present6 a las 00:00 h del tiempo externo.
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Figura 9. Cronogramas mostrando las variaciones diarias y circadianas de la abundancia de
las proteinas D-CRY, p-ERK y p-JNK en condiciones de LO 12:12 (circulos vacios) y 72 h OO
(circulos negros). Las barras en la parte superior muestran las condiciones de luz y/o oscuridad.
En la parte inferior se muestra ZT en las muestras en LO 12:12 y Tiempo externo (TE) en 72h OO.
A, B, y C) corresponden a retina; D, E y F) a Iébulo 6ptico; G, H e I) muestran los resultados del
ganglio cerebroide. Los valores son las medias + s.e.m. Los resultados que muestran el periodo en:
T y T* son estadisticamente significativos con el andlisis de cosinor para LO 12:12 y 72 h OO
respectivamente (P<0.05 N=3).
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Tabla 1.

Analisis de Cosinor de la abundancia de CRY, p-ERKy p-JNKen LO 12:12 y

72h OO en acociles adultos P. clarkii

ProteinalCondicidn| Tejido Periodo Mesor Amplitud PR(%) Acrofase P

Retina 22.42 0.22 0.09 22.07 06.20 0.016*

LO Lébulo optico 10.48 0.29 0.09 13.72 01.18 0.088
Ganglio cerebroide 12.00 0.35 0.14 39.39 11.31 0.000 *
CRY Retina 2353 038 013 3575 02.03 0.001*

(o]0 Lébulo éptico 13.36 0.62 0.21 10.73 14.05 0.154
Ganglio cerebroide 23.36 0.42 0.14 30.84 06.39 0.002*
Retina 24.17 01.39 0.56 57.98 22.02 0.000 *
LO Lébulo optico 23.36 01.31 0.23 23.33 21.11 0.012*%
Ganglio cerebroide 08.48 01.22 0.22 2260 09.43 0.015*
p-ERK Retina 1448 0185 098 2119 0839 0.020*
(o]0} Lébulo éptico 12.23 01.83 0.55 18.45 08.19 0.038 *
Ganglio cerebroide 18.23 02.00 0.55 19.25 09.17 0.033*
Retina 24.00 93.91 24.73 57.84 22.34 0.000 *
LO Lébulo optico 24.00 59.63 08.28 30.95 14.04 0.002 *
Ganglio cerebroide 11.53 56.07 10.58 2426 06.05 0.012*
p-JNK Retina 1148 7131 09.23 37.48 06.08 0.000*
(0]0) Lébulo optico 23.42 66.91 19.86 4488 21.23 0.000 *
Ganglio cerebroide 24.42 52.51 23.46 4599 1755 0.000 *

*P<0.05
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Tabla 2. Analisis de Anova de la abundancia de CRY, p-ERK
y p-JNK en LO 12:12 y 72h OO en acociles adultos P. clarkii

F Significancia

Retina 10.824 0.000 *
LO Lébulo 6ptico 0.668 0.651

Ganglio cerebroide 7.166 0.000 *

CRY Retina 3.375 0.015  *
00 Lébulo 6ptico 1.496 0.221

Ganglio cerebroide 4.544 0.003 *

Retina 20.211 0.000 *
LO Lébulo 6ptico 7.367 0.000 *

Ganglio cerebroide 1.971 0.112

p-ERK Retina 0.444 0.814
(o]0 Lébulo 6ptico 1.897 0.126

Ganglio cerebroide 0.441 0.816

Retina 15.616 0.000 *
LO Lébulo 6ptico 4.641 0.003 *

Ganglio cerebroide 3.365 0.016 *

p-JNK Retina 15.758  0.000 *
(o]0 Lébulo 6ptico 12.459 0.000 *

Ganglio cerebroide 14.316 0.000 *

*P<0.05
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8.4. Efecto del pulso de luz azul en ZT14 y el inhibidor U0126

A continuacion muestro los resultados obtenidos al dia siguiente de la aplicacion
de un pulso de luz azul por 1 hora en ZT14 con o sin inhibidor U0126 100uM en las
retinas, los Iébulos Opticos y el ganglio cerebroide de animales LO 12:12,
identificando la abundancia de D-CRY, p-ERK y p-JNK.

8.4.1.Criptocromo

8.4.1.1. Retina

La acrofase del ritmo de la abundancia de D-CRY después de aplicar un pulso
de luz azul en ZT14 presento un atraso de fase de 8 horas (ZT12) y un incremento
en la abundancia de la proteina (alrededor de 8 veces) con respecto al punto
maximo de la condicion LO 12:12 (Figuras 9A y 10A), la oscilacion fue significativa
en Cosinor y Anova (Tablas 3y 4) con un periodo de 23.23 h, una amplitud de 1.24
y un PR 28.69%.

La aplicacion del inhibidor U0126 100uM vy el pulso de luz azul en ZT14 causoé
un adelanto de 4 horas (ZT8) con un incremento en la abundancia de D-CRY por
casi 19 veces con respecto al punto maximo en los animales que Unicamente
recibieron el pulso de luz azul ZT14; y también se observa un incremento del 87%
de abundancia de la proteina en ZT20. Los andlisis de Cosinor y Anova mostraron
una oscilacion significativa. Cosinor revelo un valor de periodo de 12 horas, una
amplitud de 19.16 y un PR 25.29%. El nadir de la oscilacion se situ6 en ZTO (Figura
10A).

8.4.1.2. Lébulo 6ptico
La aplicacion del pulso de luz azul (ZT4) increment6 2.4 veces la abundancia del
punto maximo de CRY comparada con la obtenida en el punto méaximo del ritmo en

LO 12:12 (Figuras 9D y 10D). Sin embargo este ritmo diario no fue estadisticamente

significativo (Tablas 3 y 4).
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El inhibidor U0126 100uM vy la aplicar el pulso de luz azul en ZT14, se obtiene
una oscilacién diaria significativa con un periodo de 24.06 horas (resultados de
Cosinor y Anova indicados en las tablas 3 y 4). Incrementando D-CRY 174 veces
con respecto al punto maximo obtenido tan solo con el pulso de luz azul en ZT14
(ver figura 8D) en ZT12. Cosinor mostré una amplitud es de 41.13 y un PR 30.66%
(tabla 3).

8.4.1.3. Ganglio cerebroide

Al aplicar el pulso de luz azul en ZT14, el punto maximo de D-CRY atraso su
fase a ZT16. La proteina CRY increment6 39 veces con respecto al méximo
obtenido en LO 12:12 sin pulso de luz (figura 9G y 10G). Cosinor y Anova mostraron
una oscilacion estadisticamente significativa después de la aplicacion de luz azul en
ZT14 (tablas 3 y 4). Esta oscilacion presentdé un periodo de 12.11 horas, una
amplitud 4.57 y un PR 27.83%.

De manera interesante después de la aplicacion del inhibidor U0126 100uM vy el
pulso de luz azul el ritmo mostré un incremento de 4 veces en el punto maximo de
la abundancia de la proteina en relacion con los valores obtenidos con el pulso de
luz azul sin inhibidor (figura 10G). Este ritmo present6 adelanto de fase a ZT4. El
periodo del ritmo 12.41 horas, presentd una oscilacion significativa por Cosinor
(tabla 3), la amplitud se incremento6 a 21.24 y el PR 21.14%.

8.4.2. Extracellular Signal Regulated Kinase “ERK”

8.4.2.1. Retina

Después de la aplicacion de un el pulso de luz azul en ZT14 la oscilacion de p-
ERK, cambia su periodo de 24.17 horas en LO 12:12 a 26.53 horas, presentando
una oscilacion significativa por de Cosinor y Anova (tablas 1, 3y 4), la amplitud de
la oscilacion es la misma que se obtiene en LO 12:12 pero disminuye el PR a
14.22%. La maxima cantidad de p-ERK obtenida en la condiciéon LO 12:12 tiene un

atraso de 8 horas con referencia a la condicion LO 12:12 (ZT8).
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Y después de la inyeccion del inhibidor U0126 100uM y el pulso de luz azul en
ZT14, el punto méximo se mantiene en ZT8 con una abundancia 3 veces menor a
la obtenida con el pulso de luz azul (figura 10B). La oscilacién diaria es significativa
(Cosinor y Anova, tablas 3 y 4) con un periodo de 24.12 horas, la amplitud cambia
a0.17 y el PR a 50.63%.

8.4.2.2. Lébulo 6ptico

El pulso de luz azul incrementé 0.9 veces la abundancia de p-ERK en el punto
maximo (figura 10E) con respecto a la cantidad maxima obtenida en LO12:12. Se
present6 una oscilacién no significativa con el andlisis de cosinor (P=0.051, tabla 3),
sin embargo en analisis de Anova por una via mostro diferencias estadisticamente
significativas (P=0.003) (ver tabla 5). Esta oscilaciéon mostrdé un periodo de 21.36

horas.

Al aplicar el inhibidor U0126 100uM y el pulso azul en ZT14, la acrofase fue
encontrada en ZT12 (figura 10E) disminuyo 1.7 veces la abundancia de p-ERK con
respecto a la cantidad maxima obtenida en la condicion anterior. Cosinor revelo un
ritmo con un valor de periodo de 23.17 horas, amplitud de 0.17 y PR de 35%. Esta
oscilacion diaria fue significativa por Cosinor y Anova (tablas 3y 4).

8.4.2.3. Ganglio cerebroide

Esta estructura no mostré una oscilacion diaria significativa de p-ERK después
de la aplicacion de luz azul en ZT14 por Cosinor o por Anova (tablas 3 y 4), el
maximo de la abundancia present6 un atraso de fase de 8 horas (ZT 12) y P-ERK
disminuy6 hasta 3 veces su abundancia comparada con la obtenida en LO12:12
(figura 10H).

Sin embargo, paraddjicamente después de la aplicacion del inhibidor U0126
100uM y el pulso de luz azul incrementd hasta 2 veces la cantidad de p-ERK con
respecto a la abundancia obtenida después de luz azul (cantidad parecida al
maximo de LO 12:12). Este ritmo mostré6 con una oscilacién diaria significativa

(Cosinor y Anova, ver tablas 3y 4) con un periodo de 12.06 horas, una amplitud de
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0.43 y un PR 51.59%. En la figura 9H, también se observa un incremento del 86%
en ZT12.

8.4.3.Cinasa N-terminal Jun “JNK”

8.4.3.1. Retina

El méximo de la abundancia de la p-JNK en la retina después del pulso de
luz azul en ZT14, disminuye casi 30 veces y este ritmo mostro un atraso de fase de
4 horas con respecto al maximo encontrado en LO 12:12 (figuras 9C y 10C). La
oscilacion de p-JNK es significativa por el andlisis de Cosinor y Anova (tablas 3y 4)

con un periodo de 23.42 horas.

La figura 10C, la tabla 3 y 4 muestran una oscilacion significativa de p-JNK después
de la aplicacién del inhibidor U0126 y el pulso de luz azul en ZT14 en la retina con
un periodo de 23.36 horas, la amplitud de 3.21 y el PR 46.67%, mientras el punto
maximo tiene un atraso de 8 horas y un incremento de 4 veces con respecto al

maximo obtenido con el pulso de luz azul en ZT14.

8.4.3.2. Lébulo 6ptico

En esta estructura se observa una oscilacion diaria significativa con un periodo
de 21.36 horas (tablas de 3 y 4), con una amplitud de 0.27 y PR 55.2%. El punto
maximo de la abundancia de la p-JNK tiene un atraso de fase de 4 horas y disminuye
si abundancia en ZT20 hasta 39 veces comparado al maximo obtenido en LO 12:12
(Figura 9F y 10F).

El efecto del inhibidor en el l6bulo 6ptico incrementa la abundancia del pico
maximo de p-JNK hasta 9 veces comparado con el pico obtenido solamente con el
pulso de luz azul (Figura 10F). La oscilacion resultante después de la inyeccion del
inhibidor y la aplicacion del pulso de luz azul ZT14 durante una hora muestra una
oscilacion significativa por Cosinor y Anova (tablas 3 y 4) con un periodo de 23.36

horas.
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8.4.3.3. Ganglio cerebroide

Después de la aplicacion del pulso de luz azul la abundancia p-JNK en esta
estructura mostré una oscilacién bimodal diaria significativa con un periodo de
11.53 horas (ver tablas de 3 y 4) (no cambid el periodo con respecto a la condicion
de LO 12:12), una amplitud de 5.14 y un PR de 25.98%. La maxima abundancia de
p-JNK en ZTO tiene un atraso de fase de 4 horas comparado con el maximo de LO
12:12 (ver figura 91 y figura 10l) y es 5 veces menor.

En respuesta a la aplicacion del inhibidor se muestra un cambio de fase en la
oscilacion bimodal y significativa (Cosinor y Anova, ver tablas 3y 4) en ZT12. Esté
punto maximo de la abundancia de p-JNK disminuyd 9 veces en relacion con la
cantidad obtenida con el pulso de luz azul. El ritmo bimodal mostré un periodo es
de 12 horas, una amplitud de 0.89 y el PR 37.94%.
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Pulso de Luz Azul en ZT14 y farmaco U0126
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Figura 10. Efecto del pulso de luz azul en ZT 24 en D-CRY, p-ERK y p-JNK en las estructuras del sistema
circadiano del acocil. En condiciones de LO 12:12 de pulso de luz azul (1 hora) y pulso de luz azul (1 hora)
con U0126 pl (circulos vacios), después se mantuvieron en oscuridad constante y se muestreo en el siguiente
ciclo. En los cronogramas A, B y C) se muestran los resultados en retina; D, E y F) en lébulo 6ptico; y en G, H
e 1) en ganglio cerebroide. Las barras sefialan las condiciones en la luz no se encendié (gris) y las horas de
oscuridad (negra). Los valores son las medias + s.e.m. Los resultados que muestran T y T* son estadisticamente
significativos con el analisis de cosinor con pulso de luz azul ZT14 y pulso de luz azul ZT14 con U0126 100l
(P<0.05 N=3).
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Tabla 3.

Analisis de Cosinor de la abundancia de CRY, p-ERK y p-JNK con pulso de luz
azul en ZT14 y pulso de luz en ZT14 con 100uM de U0126 en acociles adultos P.

clarkii
Proteinal Condicién Tejido Periodo Mesor Amplitud PR(%) Acrofase P
Retina 23.23 1.90 1.24 28.69 17.05 0.000 *
Azul Lébulo 6ptico 08.18 0.75 0.24 20.84 03.40 0.017 *
Ganglio cerebroide| 12.11 15.72 4.57 27.83 01.57 0.003 *
CRY Retina 1200 4839 1916 2529 0858 0.011 *
Lébulo optico 24.06 72.73 41.13 30.66 11.5 0.006 *
Azul+U0126 |Ganglio cerebroide
1241 7162 2124 21.14 02.23 0.022*
Retina 26.53 1.49 056 1422 19.50 0.000 *
Azul Lébulo optico 21.36 0.81 0.23 11.03 08.35 0.051
Ganglio cerebroide|] 12.06 0.32 0.08 13.31 11.02 0.095
P-ERK Retina 2412 043 017 5063 0948 0.000 *
Azul+U0126 Lébulo 6ptico 23.17 0.64 0.17 35.27 1441 0.001 *
Ganglio cerebroide| 12.06 0.77 0.43 5159 09.39 0.000 *
Retina 23.47 02.38 01.24 55.21 05.44 0.000 *
Azul Lébulo optico 21.36 01.32 0.27 27.37 03.35 0.005 *
Ganglio cerebroide| 11.53 04.63 05.14 2598 11.56 0.008 *
p-JNK 2336 1420 0321 4667 1227 0.000 *
Retina
Azul+U0126 Lébulo optico 25.00 05.46 03.75 50.22 03.49 0.000 *
Ganglio cerebroide
12.00 0.83 0.89 37.94 12.34 0.000 *
*P<0.05
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Tabla 4. Analisis de Anova de la abundancia de CRY, p-ERK
y p-JNK con pulso de luz azul ZT14 (1 hora) y pulso de luz
azul ZT14 (1 hora) con U0126 100uM en acociles adultos P.

clarkii
F Significancia
Retina 6.646 0.000 *
Azul Lébulo 6ptico 1.461 0.230

Ganglio cerebroide 8.748 0.000 *

CRY Retina 6.256 0.001  *
Azul+U0126  Lébulo 6ptico  11.480 0.000  *

Ganglio cerebroide

1.324 0.283
Retina 3.739 0.004 *
Azul Lébulo 6ptico 9.420 0.000 *

Ganglio cerebroide 1.839 0.135

ERK Retina 8.655 0.000  *
Azul+U0126 Lébulo optico 4.709 0.003 *
Ganglio cerebroide

6.501 0.000 *
Retina 16.589 0.000 *

Azul Lébulo optico 4.349 0.004 *

Ganglio cerebroide 2.923 0.030 *

JNK Retina 16.589 0.000 *
Azul+U0126 Lébulo optico 4.349 0.004 *

Ganglio cerebroide
0.444 0.814

*P<0.05
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9. Discusion

Uno de los hallazgos de esta tesis es la presencia de CRY en la retina del
P.clarkii, aungque en trabajos anteriores de nuestro laboratorio se habia encontrado
inmunoreactividad a esta proteina tanto en el protocerebro lateral del tallo cerebral
asi como en el cerebro central (Fanjul-Moles et al. 2004; Escamilla-Chimal et al.
2008; Sullivan et al. 2009) la inmunoreactividad a CRY en retina no se habia
detectado, quizd debido a la menor sensibilidad de las técnicas utilizadas:
inmunohistoquimica y WB. Estos resultados muestran que CRY oscila en
condiciones LO y OO, mostrando cambios diarios y circadiano tanto en la retina
como en el ganglio cerebroide, lo que corrobora la participacion de la retina en el
sistema circadiano como un posible oscilador (Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1998;
Escamilla-Chimal y Fanjul-Moles, 2007). Existe la posibilidad al encontrase en retina
gue CRY participe como un fotorreceptor circadiano como se ha demostrado en el
cerebro (Sullivan et al. 2009) y/o como una proteina reloj como se ha reportado en
Drosophila en el caso de osciladores periféricos (Zheng et al. 2008), sin embargo
esta proteina se encuentra bajo el control del reloj circadiano y es una proteina
sensible a la luz pues su abundancia disminuye con la luz tanto en retina como en

cerebro, mientras que en l6bulo éptico no parece ser afectada por la luz.

En los vertebrados e invertebrados como Drosophila (Weber et al, 2006) la
familia de proteinas cinasa activadas por mitdgeno juega un papel clave en la
fotosincronizacion (Obrietna et al. 1998; Coogan et al. 2003 and 2004). La actividad
de la tres MAPKs clasicas muestra oscilaciones circadianas en el NSQ que es
controlada por la luz (Pizzio et al. 2003). Esta tesis propuso e identifico por primera
vez la presencia y actividad de las proteinas MAPK/ERK y MAPK/INK en las
estructuras que conforman el sistema circadiano del acocil P. clarkii lo que abre

nuevas vias a la investigacion del reloj multioscilatorio de los crustaceos.

En el acocil las cinasas JNK y ERK mostraron oscilaciones diarias
significativas en retina, I6bulo Optico y cerebro (Tabla 1). En la actividad de estas

cinasas, podemos comparar que CRY disminuyo su abundancia de D-CRY y p-ERK

50



Velazquez Amado Rosa Maria

en la retina después del encendido de la luz, aunque la oscilacién de CRY disminuye
unas horas antes. Lo anterior sugiere una interaccién entre la luz la reduccién de
las cinasas por accion de alguna fosfatasa. Es decir, pareceria que la maxima
actividad de ERK esta relacionada con el incremento de la abundancia de CRY, lo
gue no es claro en el caso de JNK. Sin embargo, el efecto de la luz azul en las
cinasas produjo el esperado retraso de fase en la noche esto puede indicar que

ambas cinasas posiblemente participan en la via de sincronizacion del reloj.

En esta tesis se encontré que la proteina CRY no cambia en presencia del
inhibidor U0126 inhibidor directo y especifico de MEK1 y MEK2 y sin el pulso de luz
azul en el I6bulo 6ptico y en el ganglio cerebroide mientras la disminucion como se
esperaba de p-ERK (Figura 8) en los tres tejidos del (Halogowder et al. 2012). En
los resultados obtenidos en el ciclo después de la aplicacion del inhibidor y el pulso
de luz azul en ZT14 incremento la abundancia de D-CRY (Figura 5A, Dy C), en
tanto la aplicacion del inhibidor U01226 100 pM vy el pulso de luz azul en ZT14
producen un mayor incremento de la abundancia de CRY en todos los tejidos,
sugiriendo que la proteina CRY a través de la actividad de ERK1-2 y el incremento
del calcio intracelular y cAMP (Yu et al. 2007) pueden producir la fosforilacién de
CREB que en los mamiferos, activa los elementos-cis CRE los cuales participan en
la modulacion de la transcripcion de genes del reloj (Yoshitane et al. 2012; Autoun
et al. 2012; Mendoza et al. 2009; Yu et al. 2007). En el pez cebra se describié un
mdbdulo de respuesta a la luz compuesto por la caja E que regula la transcripcion de
los elementos del reloj y la caja D que dirige la expresion de genes como per2 en
respuesta a la luz (Vatine et al. 2009). Por lo tanto, esta CRY tiene un papel dual
como se ha propuesto en otras especies, por una parte como una proteina
fotosincronizadora en el modelo de Drosophila que a través de la luz azul (por medio
de la via PKC-MAPK en el pez cebra, Yu et al. 2007) puede estar sefalizando al
sistema circadiano, y por otra como componente negativo del reloj molecular como
el NSQ de mamiferos (Mazzotta et al. 2010).

Los resultados en este trabajo, se centran en la participacion de ERK por medio de
un inhibidor de MEK. El inhibidor U0126 es selectivo y directo de MEK1 y MEK2, sin
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embargo, el efecto de la aplicacion del inhibidor a una concentraciéon de 100uM
incrementa la abundancia de p-JNK enddgeno en el l6bulo éptico y el ganglio
cerebroide (Figura 8), mientras en la retina no muestra cambios, en trabajos previos
se menciona que U0126 tiene poco efecto en la actividad de otras cinasas como
JNK'y P38 (Dudley et al. 1995; Favata et al. 1998),

En el acocil p-ERK muestra oscilaciones diarias significativas en retina y
l6bulo éptico (Tabla 1), en el ganglio cerebroide no se muestra una oscilacién diaria
significativa. En OO la oscilacion de p-ERK es bimodal y significativa en las tres

estructuras por lo que su actividad tiene un origen circadiano.

La activacion de la cascada de MAPK/ERK en el caso de los mamiferos es
clave para la sincronizaciéon de ritmos de actividad. Pizzio y colaboradores
mencionan que a los 15 minutos de un pulso de luz en CT18 con una duracién de 5
minutos produce cambios en la fosforilacion de MAPK (ERK, JNK 'y P38) y después
de 60 minutos del pulso de luz se recupera la actividad MAPK, mientras tanto la
aplicacion del pulso de luz en CT6 (corresponde al dia subjetivo) no presentan
cambios de actividad en el hamster sirio (Pizzio et al. 2003). La luz azul pueden
excitar CRY activando a través de PKC la via MAPK y producir cambios de fase en
la expresion de los genes circadianos, por lo tanto nosotros investigamos el efecto
que produce la luz azul sobre la actividad ERK. Nuestros resultados indican que la
estimulacién por luz azul durante una hora al inicio de la noche subjetiva temprana
en la retina muestra un atraso del maximo de p-ERK y que el periodo se alargé e
incrementd el porcentaje ritmico de la actividad, mientras la amplitud no cambid. En
el Iébulo 6ptico se encontré una oscilacion diaria y circadiana de p-ERK, a diferencia
del ganglio cerebroide que no mostr6 cambios diarios pero si se obtuvo una
oscilacion endégena bimodal significativa, la estimulacién con pulso de luz azul no
mostré una oscilacién significativa en ambas estructuras, esto nos indica que la
actividad de ERK tiene un origen circadiano en las tres estructuras como también
se ha descrito en los osciladores circadianos de otros organismos. Es interesante
saber si la actividad de CRY coincide con la fosforilacion de ERK. La aplicacion del

farmaco y el pulso de luz azul atenua los niveles de p-ERK en la retina y el 16bulo
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optico durante el ciclo, sin embargo se presenta un ritmo diario significativo con un
periodo parecido al que se obtiene en las condiciones de LO 12:12 lo mismo sucede
en el hamster, en donde encontraron que la administracién de U0126 a una hora de
sensibilidad circadiana presenta cambios de fase inducidos por la luz en los ritmos
de comportamiento, en donde la actividad de ERK esta relacionada a la estimulacion
fotica por activacion del receptor NMDA a través del glutamato (Coogan y Piggins,
2003), también la via ERK tiene varias moléculas efectoras como factores de
transcripcion, cinasas, reguladores de la traduccion que cambian la expresién de
genes, incluidos los involucrados en la génesis del reloj circadiano. En el pez cebra
gue el heterodimero CLOCK-BMAL inducen la expresion de varios genes de CRY
los cuales muestran oscilacion circadiana, y estos inhiben su transcripcién, a
excepcion de CRY1a cuya oscilacion parece ser independiente del heterodimero, y
se ha asociado a la regulacién de la via MAPK/ERK (Miyamura et al.2009). El efecto
del tratamiento del farmaco U0126 previo a la estimulacion luminosa muestra que
MAPK/ERK puede modular negativamente el ciclo de la abundancia de CRY, pero
en el ganglio cerebroide del acocil después de la inibicion de MEK y la estimulacién
por medio del pulso de luz azul, los niveles de p-ERK se mantienen con un ritmo

bimodal significativo.

La via MAPK/INK ha sido una de las vias menos estudiada que la
MAPK/ERK en relacion a la respuesta a la luz y su participacion en el control de los
ritmos circadianos. En los mamiferos se ha demostrado que p-JNK se expresa de
manera circadiana en el NSQ y que responde a pulsos de luz al igual que p-ERK y
también se ha sugerido que su actividad regula directamente la fosforilacion del
complejo BMAL-CLOCK (Pizzio et al. 2003; Yositane et al. 2012). En los resultados,
la actividad de JNK muestra oscilaciones diarias y circadianas en las tres estructuras
en el acocil (figura 5C, F e |, tabla 1 y 2). En la retina se muestra un incremento de
p-JNK en el encendido de la luz en LO 12:12, coincidiendo con el pico de D-CRY y
p-ERK, lo cual sugiere que la actividad de la cascada de sefializacion de MAPK/JNK
no solo muestra oscilaciones diarias sino también puede inducirse a través de la luz

en dicha estructura. En el l6bulo 6ptico y en el ganglio cerebroide la maxima
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abundancia de p-JNK encontrada en ZT12 y ZT20 respectivamente en L0O12:12
(Figura 4F e 1). JNK se activa a través de las sefales de estrés ambiental como la
radiacion ultravioleta, sin embargo hasta el momento no se ha reportado el posible
efecto de la luz azul sobre la fosforilacion de JNK y su oscilacion circadiana en el
acocil. El pulso de luz azul disminuyé los niveles de p-JNK cambiando la amplitud
y el periodo en la retina y el I6bulo 6ptico, también disminuyé la amplitud de p-JNK
en el ganglio cerebroide pero no cambio el periodo (Tabla 3) de la actividad obtenida
en LO12:12 en esta cinasa. La abundancia maxima de p-JNK obtenida después del
pulso de luz azul en ZT14 produjo un atras6 de 4 horas del que se obtuvo en las
condiciones de LO 12:12 en la retina, el I6bulo 6ptico y el ganglio cerebroide. Por lo
tanto, estos resultados sugieren que la luz azul modula negativamente la actividad
de JNK en las tres estructuras. En el NSQ de ratén, se ha sefialado que JNK tiene
un papel esencial en las oscilaciones circadianas de componentes moleculares del
reloj circadiano como la fosforilacion de BMAL1, el control del periodo de la actividad
locomotora y también en la regulacion fética como los cambios de fase inducidos
por pulsos de luz y la respuesta dependiente de la intensidad de la luz. La actividad
de JNK es importante para la estabilidad de PER2 lo cual disminuye su degradacién

a través del proteosoma (Yoshitane et al. 2012; Uchida et al. 2010).

La luz azul aplana el ritmo de CRY (ver figura 10), sin embargo al aplicar la
luz azul con el inhidor 0U126 la amplitud del ritmo aument6 19 veces en la retina.
Se ha propuesto que la luz azul actia activando la transcripcion de los genes reloj
mediante la facilitacion de los elementos promotores y la ERK/MAPK y que participa
como un regulador negativo de la transcripcion activada por la azul (Mracek et al.
2013). Los resultados obtenidos en esta tesis parecen ir en la misma direccion pues
la luz azul incrementa los parametros de los ritmos de ERK, principalmente en retina
y l6bulo 6ptico. Sin embargo al inhibir la via ERK/MAPK con U0126 los parametros
y abundancia de ERK disminuyen (hasta 3 veces en retina y casi 2 veces en l6bulo
Optico) lo que sugiere que el efecto de la luz azul disminuye liberando la posible

retroalimentacion negativa sobre los elementos promotores de la caja E que puede
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sugiere una posible facilitacion sobre la transcripcion de los genes reloj, en este

caso un aumento en la expresion ritmica de CRY en retina.

Este efecto es paradojico en el caso de los ritmos observados en la expresion de
JNK en los que la luz azul y su inhibicién parecen tener el mismo efecto que tienen
sobre la ritmicidad de CRY. Esto parece indicar una posible interaccion cruzada
entre la via ERK y JNK. Se requieren experimentos con inhibidores especificos de

JNK para por comprobar esta hipotesis.

10. Conclusiones

1.- Este es el primer reporte que identifica a CRY en la retina, ademéas de
encontrarse en el I6bulo 6ptico y en el ganglio cerebroide del acocil P. clarkii. Esta
proteina mostré una gran sensibilidad a la luz durante el encendido en ciclos LD
12:12 en la retina y el ganglio cerebroide, oscilando de manera diaria y circadiana.

Estos datos fortalecen a la retina como un oscilador.

2.- Se identificaron dos proteinas de la via de sefializacion ERK y JNK presentes
en la retina, I6bulos opticos y ganglio cerebroide. Ambas proteinas oscilan diaria y
circadianamente en las tres estructuras. En la retina la actividad de CRY y ERK
posiblemente estd relacionada y que ambas pueden estar participando en la

sincronizacion en el acocil.

3.- La aplicacion del farmaco U0126 disminuye la abundancia de la proteina p-
ERK encontrada en el acocil en las tres estructuras del acocil y aumenté la
abundancia de CRY, y durante la exposicién a un pulso de luz azul en ZT14. Esto
sugiere la via de sefalizacion MAPK-ERK puede modular negativamente la
abundancia de CRY.

4.- La expresiéon de p-JNK mostré oscilaciones diarias y circadianas en todas las
estructuras del acocil empleadas en el presente trabajo. Se destaca el incremento

de JNK en el encendido de la luz en la retina, por lo que también la luz podria
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interferir en su actividad. El pulso de luz azul disminuye p-JNK en las tres

estructuras.
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11. Apéndice
Tabla A. Curva estandar de BSA escalada en un rango de 50 a 500 pg/mil:
Tubo | Stock BSA pl | NaCl (0.15M) ul Bradford pl BSA(ug) BSA (pg/ml)
1 0 15 200 0 0
2 1.5 13.5 200 0.75 50
3 3 12 200 1.5 100
4 4.5 10.5 200 2.25 150
5 7.5 7.5 200 3.75 250
6 10.5 4.5 200 5.25 300
7 15 0 200 7.5 500
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