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2. RESUMEN 

El objetivo de esta tesis fue determinar si el criptocromo (CRY), fotoproteína propuesta 

como un gen del reloj o un fotorreceptor circadiano en otras especies, está. presente en las. 

estructuras marcapaso del acocil y si esta protelna presenta un ritmo cir~adian~ eridógenci . 
. ·,.:. "·:·. 

Para lo anterior se midieron los cambios en los niveles de CRY en los pedúnculos oculares 

y el cerebro de acociles adultos Procambarus clarkii después d~' ;4··:.y· 72 horas. en 
, .• : '> • 

oscilación espontánea (0:0), utilizando la técnica de Western Bl?i. 

Esta investigación encontró que CRY está presente en los p~dÓhC:utos o~uJares y en 

cerebro de P. clarkii. La proteína CRY muestra una oscildción'~'ír~~diari~ e~dógena'C:n el ... .,_., .... , ,·· ,. . ' . 

cerebro, mientras que en los pedúnculos oculares la o~cÍiacióh no'. es slgitiflcativá después 

de tres días en 0:0. Los resultados sugieren que cR.\''.'poclri~ ~~iá~ p~~icip~~do comoun 

componente central del me~anismo del reloj circadiano ~n el ce;C:br~ del a~o~il y como u~ 
. ., ' ' -

fotorreceptor circadiano en los pedúnculos ~cuiares de ~ste organismo. 
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3. INTRODUCCIÓN 

3.1 Generalidades de los ritmos circadianos 

La mayoría de las especies que habitan el planeta Tierra han desarrollado la capacidad de 

cambiar su comportamiento a lo largo del dfa (Aschoff, 1981 ), cua.ndo cambiar/lo~ f~ctores .· 
biológicos y fisiCcis ·del ambiente debido al movimiento de rotaciÓn · Í~~~Í~é'/ (Hort;;n, 

" ,- : ·, ... ,.,. -- ·. -. ' . 
2001 ) .. Sin eill.b~go; · los .cambios que· sufre· un • organisn10 di~riamente nó' son sólo•·• 

respuestas á los(~afutJibs'.flsico~ del ambiente. A través de miÚ~nes d~ ~o~,·1a'~vcil~ción ha 

seleccionado '~.cié!"rl~~\:~s~i laci~ñes ··de los sistemas. bioÍógi~C>s para que' funcionen como• 

::~:¿;;±f ~~j~~#~~¡g~;::z:.;~:;;;.,:·;~;ri;é~t;.:::~0:: 
el orga~i~;;,;f 1o's'ri~~~~¿i~~~cti';n¿~·(d~l· latl~ ci~ca: ~lrededor y die;: dla) (Halberg, 1959). 

',~·:: ,·;~-:~~~;~:[1::~> ·i~.-.:~i· '(¡{;, '.'. 3 
·~ : i .. ~. ~::.-:. - '"< 

La presencia de disÍi~ias)orm~~ dé IÍt~icidlld circa~já~a en organismos unicelulares, tanto 

procariontes ·como.,eucarÍontes, sugiere que.la·cllpa~idad,de;Iosorganismos vivos para 

expr~s~r ritmos ~¡~;dianos e~iste desde mÜy;é~~ra'~b ~~·!~ historia de la vida en la Tierra 

(Turek y Tak~hashi, 2001). Las i~vestigacl~~es seil~l~'~ue en diversas especies existen 

similitudes entre las propiedades de los ritmos circ~dÍ,~~~~ yla estructura molecular de sus 

marcapasos (Horton, 2001 ). 

En 1993, Pittendrigh propuso la teorla del "~se~~~ d~ Ía I~~ .. como un modelo para explic~ 
la fomm en que evolucionaron los relojes c.frcaclianos.·Plttendrigh destaca que muchos de 

los componentes celulares son capaces de absó;b~t 1Ü~ ~ q~e cllcha radiación puede llegar a 
- . ··.'-,•· .. ·. . . 

afectarlos negativamente. Pittendrigh propusó que, 'yá.s,ea"directa o indirectamente, una 

presión de selección pudo haber favorecido la· aparición de los ritmos circadianos; por 

ejemplo: la capacidad de reducir y/o reparar el ADN dailado por la luz UV que se presenta 

durante el dfa (Pittendrigh, 1993). 

Los ritmos circadianos se caracterizan por: 

a) Ser endógenos. 

b) Tener un periodo determinado genéticamente. 
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e) Mantener un periodo estable a pesardeI~s ca,n1b,i~s de temperatura ·(Pittendrigh, 

1993). 

d) Ser plásticos, lo q~e fes permite siricrci'niiarse a los ~iclos ambientales con periodos 

cercanos a 24 horas, ~i~mpr~ dentro d.~ ~i~~osHn~Hes éle frecuencia. (Horton, 2001 ). 

e) Modificar su· periodo: cuando el' brganism'o se encuentra aislado de las claves 

temporales, alargá~d~Í-o en, los ~~i~al~s .diurnos y acortándolo en Jos nocturnos 

(regla de Ascholl) (AguÍlar~Robler~, l !Í93). ,. 

f) Generalmente desaparécen'_· a( someÍer_se a altas intensidades de' luz de manera 

constante (regla deAschoff) (Aguilar-Róblero; · 1993). 

Se dice que un ritmo circadia~(e~Íá, er{'o~cilac:Íóll espdntánea cuarido se expresa en 

ausencia de señales provenie~¡~s dej.:~~i~~t~i~~dfud,(TuiekyTakahashi, 2001). Bajo 

condiciones constan'.~s d.e_l~~'.t~f,r~~;tfr~t~1·::~~~t~~i~~/~~i¡A~·· el periodo del ritmo (T) 

se expresa libremente, dejando de se(igual a_24 h;:pero nianteniéndose cercano a ellas 

(Turek y Takahashi, 200t)\16 ri1~n6~a~~t~ble, inclep~~di~ntemente de las variaciones 
• ¡' ;; -"- _,_ -. ·- ·--· - ... ' .. 

estacionales deJ fotopériodo,t(Hortoni'2001). Las Vanaciones de T. COn respecto al periodo 
- . - ·~ - • . _ ... '· ::· ~ 'Á·~-';::. ' ,. - .• - . - . . - ' - • 

de los ciclos amblent~les/que se modifican anualmente cciino ,resultado de las fluctuaciones 

del eje terreiire cbn r~spec;o al sol, traen como consecuencia diferencias entre el periodo 

del ciclo exiem~ ~ ~I i,nt~mo. Lo anterior hace necesario que el sistema del reloj biológico 

que reguÍa los rit;n"os se sincronice con el ambiente que lo rodea (Turék y Takahashi, 2001). 

Losre.loJe~·cl~cadianos son reiniciados día a dfa por señales ambientales, eliminando Jos 

erro~és :c1e1 'periodo con respecto a los ciclos ambientales que predicen y evitando que se 

acumulen (Moa';é~Ede _et al., 1982). Por medio de la sincronización se co'~t~ola la fase del 

rÍtmo cfurek y tak;h~hi, 2001) y se ajusta la frecuencia de os~ilació~a la de los cl¿los de 

la rota~ión terrestre (Daan y Aschoff, 2001 ). Cuando se sincró~iza''~i íiíriJo, ~e estable~e una 

f~se estable con los ciclos externos, alargando o acortancl~ sÚp~ri·~do:·~ igJ~Úndolo al del 

ciclo ambiental (Horton, 2001). 

Se considera a los ciclos de luz-obscuridad,· (lc'.:O)/co1110 ;/l~s : principales agentes 

sincronizadores para la mayoría de las especies' (Turek y Takahashi, 2001) animales y 

vegetales, ya que proporcionan la señal. ambiental 'm~f precisa y constante en casi la 

totalidad de los ambientes. Para que la sincronización oclirra, se requiere de la sensibilidad 
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de los osciladores endógeno~ ;;una. seiÍal. ambÍ~ntal"eri parti6Üt~r: y d~ su insensibilidad a 

otro tipo de señales (Daari )'Ai6h~ff, ~oÓt); Otra~ seña·l~s_ambiéntales capaces de producir 

una sincronización son: los ci~io~ de. te~pe,"r~Íura y presión; la disponlbilidad del. alimento, 

las actividades. s~cial~s;· 1;s·~J~!~n~i~~ ~llrmic~~· ele: (Da~n· yAséh~ff. iool ). Sin embargo, 

la sensibilidad ª.(8,(u~ h~ •• ~i~,~;~:.~;~'.~-~1\~~a~'.i~:do; i~ se~~I±bi:~i~~}'~ás utilizada en el 

estudio de la···fisiol;gl:J~~}~:-!.I~T)~\i~C3t.'.ª~ºs .••..•.•.. , ..•. ·· .. ·-~-~é·J'·.· .. ~·tr.~·f;~.-,.-.: ... :,,.•. ····· _ 
La presencia de ur(oséilador:endógeno permite al organismo.reéónocer;e1 tiempo lócal, lo 
' .. · , · - : ·.-,:.. ..:,·1~< , :t·,~~:· ;;;~;.;·f'-'·'·FJ~:· .... ~, ;\'°{!< 1 '.'.·:~··'. i_ .. "\- '.> _·:..~'i:., ,.::;:-::.,-: _.: -· :,:. ---_1!/;'~:·~-,y~¿1C;/.'..'.:<:·~~1;.._~:<._, ''-'"i.1~: .. ~-·,:-·r-~.¡-.~ ·-·:- --:~· ·' 

·"que resulta en la sincronía entre sus··actividades.y !Os ciclos del 'ambiente (Horton;2001). 

·· ;:; ... :. ;/·.>;'1~Y!;·~\¡%f'~i: .. ~<};''..·.· . :;.· . "~ .< , ..•. 
El reloj biologico;'responsablé det'.surgimienfo de los ritmos circadianos, es un sistema de 

(¡scÍÍado~~s\5;~ái;i~~·;•:~~~~-e~''.<l6 generar e im11~ner un orden temporal a los procesos 

fi~ioJÓgÍ~os #!li li~g~~is~ci: Una ~stru~tura biológica se considera reloj biológico cuando: 

Á> E~- é;J~:ct~ iri~ai~ e1 ~aso det tiempo independientemente de cualquier entrada 

p~riódi~a del ambi~nte, es decir, posee una ritmicidad endógena. 
;"-, ... 

B)_' Puede convertir fuentes no periódicas de energía en salidas periódicas 

autosostenibles; 

C) Se utiliza para imponer el tiempo a ciertos eventos biológicos; 

D) Posee resolución, es decir, la habilidad de detectar el orden temporal de dos eventos 

cercanos en tiempo; 

E) Es capaz de mostrar una fr~é~e~cia deciscilación (f =!/periodo) regular, o bien, con 
·. ,.-:. , - . 

poca variabilidad; -"' < ;;;;, . · ... 

Ud~~:~::~i;tff ·1l~i~~i~~tfi~;~·:á, .... 
El sistemá del. reloj. cir~~~;~~-.~.~~;~~d~~e~ani.s~~~-iJe;ii·t;a~~\~r~rentes), marcapasos y 

mecanismos de salida (ef~rentes) (Hort;n, 2001)j,(Fi_~~ra\). LOs mecanismos aferentes 

i~cluyen a los receptores capaces de detectar y transduCir 'tas sefiales ambientales que son 

enviadas al marcapaso (Dunlap y Loros, 2001). Los marcapasos circadianos son estructuras 

que regulan las propiedades de medición de tiempo de un ritmo circadiano, en particular, la 
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fase y. el periodo; Los marcap~sos son doS ~scÚacl6~e;ºprin1arios quC)contienen a .los 

::7i;~~~i!4~~~W~~1'~íi~!~~t~F~J:~:~ 
mtervalo~ de Uempo cercanosa 24. h, pero que ¡¡copiados a travésdeuna retroahmentac1ón 

· . m~tu~:·pJ~~e;n~c·:~l~(~d~~ci-Ed¿ ~i a1:):19s2). Los elem~ntos' efe;~nt~~ son aquellos que 

resultan del p:~6cis~in'i¿~¡ci ·<l~ l~,i~~rmación temporal generada p~~·el ~eloj ~ircadiano y 

que trallsmiteíl" la iitínicidad a los osciladores o efectores con el fin de provocar cambios 

· conductuai~s • .;;etabÓlicos o fisiológicos en el organismo (Dunlap y Loros, 2001). 

EXPRESiétl DE 
R~OS 

~~~'v 
COl'DUCIUOLES 

Figura 1. El sistema del reloj circadiano comprende mecanismos de entrada (aferentes), que 
detectan las señales ambientales y las transmiten al marcapaso, los marcapasos responsables 
de In generación endógena del liempo, y los mecanismos de salida (eferentes) que provocan 
ca~b,ios rltmic.os en la conducta y metabolismo del organismo. 

El reloj bióló~ic~ sincroniza al ,organismo con el ambiente permitiéndole predecir los 

cambios fis,icios :~iilhi~nt~les asociados al día y la noche y prepararse para recibirlos (Turek 
' . '"• ,_ · .. "··: - ., ~... """' / ~. ., ., ' . .. 

y Takahashii200l)J(Á'Ia sefial externa que sincroniza una oscilación circadiana, se le 

denomina Z~it!i~bir;~~e(~témán Zeit: tiempo y Geber: donador (Sanear, 2000). Cuando 

oc;:urre la sincró~iz~ción;: el sistema adopta una relación de fase especifica con el Zeitgeber 

(Daan y A~chofr,'· 2001): Además de la sincronización con el ambiente, el reloj circadiano 
·. !:' -

confiere al organismo una organización temporal interna, es decir, mantiene una "sincronla 

interna" '~lltr1-Íos distintos sistemas bioquímicos y fisiológicos del cuerpo (Pittendrigh, 

1993) y les impone un orden temporal. Este proceso se realiza mediante mecanismos 

humorales y neurales dirigidos a los diferentes efectores (músculos, glándulas, etc.) que 

6 \TESIS CON 
~}:11\ DE OlUGEN 



. . . 

expresan la. riÍrnicidad y ;~~pÍan ~- lo.s diferentes osciladc;;re; del cirganismo para lo¡,>rar un 

funcionamiento" coordinado (Granados c:t. al.; 1 ~95). El 'resÚIÍaci~ d.e esta ;¡ncronización es 

la adaptación·co~ducÚmlylisl~lcSglca-del. orgaÜis;,o.á{ llleclI~ <!~re~ y Takahashi, 2001), 

pues los individuos que tiende~ á minirniza~ el 6on's~'niFcl~· ~~cir~l~y la exposición a los 

depredadores u . ot~os .. estre~Óre~ incre~entan st/;r6b~bl,licl.ad· d~ • supervivencia y 

reproducción CHorton, · 2001). Exis;en también: ot~~t; ~á~~;j~ ad~p~aiivas para aquellos 

organis~os cápaces de detectar los cambi~~ ~stacionaie'i ~Ti~~é~cle-his variaciones en la 

longitud del día (Moore-Ede et al., 1982). 

Las conductas controladas de forma circadiana incluyen al.comportamiento sexual, el ciclo 

sueno-vigilia, la conidiación, el torpor, la alimentación, la bioluminiscencia, la fotosfntesis, 

la mitosis, l_Ós ciclos de sensibilidad visual, la actividad locomotora, los ritmos de eclosión 

y varios ritnios que dan paso al desarrollo del individuo (Horton, 2001). 

Por· lo . general, los ritmos circadianos . que son autosostenibles persisten por un largo 

peri~do. de tiempo en ausencia de sefiales -ambientales (Moore-Ede et al., 1982). Sin 

. embargo. hay~que t~11er en cu'enta que medir la uniformidad del ritmo circadiano no equiv"ale 

. a rrl.edir la ll,~i_forn1ictacl d~_)reloj · circadiano que lo dirige ya que, incluso si el ~ los 

m81'capasos : emitieran; séftales perfectamente regulares, los procesos .· de' tí-ans~isión 

. ~:::1i:~c~!a~~~:~~~~ef~te~~&i11~::~11~. con el. reloj pueden presenta; u~;:r;t:~:6· -~:e · 
. ·-·· · ... - .'

7

!, •• :t?;~;~::· ';;;] _;; ~ 1 ';i· ··:;r~: \: ... ·.·. · .. ; ·.· > J' . ~; ·.·-füi~: ú-:c. ·~ . 
EI sis.te111ane..Vio~o ha'' sido.el blanco prill~ipal _d~Ios estudios enfocados a' la localización 

· cie1 ni~rcf~~sf "ci~f i~itf~}~~---1*~~~\~~&~-~.i'.~~-~:t.;~:~Wis'.~ª~~;~-~I:~L~~~e~~~:·~~-··ti~ órgano 
·fundamental en·· la• generación de las sefiales: circad1anasi;En •los insectos, las oscilaciones 

• · · -- · '. · ·:·-:}:·;.!-. : :~<': ~ .. ~::-:r0,·,_::r~;~:n_~ -..:'.~:;;>':gf(:tr:~,~,:,!~,::~ 1~·~":::;-'.'.x-::~·:\,.··, .. r .. , ... ~~;;:-"-:·•h~: ,º;:~."::,_:· ; .. '~¡:;:;. .. i~~:-"(; _: ~.: · 
c1rcad1anas surgen: de_, estructuras, ubicadas •;fuera· del : SIS tema '.nervioso (Page, 2001 ). Los 

:.- ·.< · · ·. :::: ;. <:1::-:. <~.;·.,:·.~·:'-.:·,\?J;,:.(~ ;.;>:'.'J..;f,~-:::;i:.~_.::.:::: ,.,~-)'·,-'\~·'-'~:,_-?'-:\ -.:i-- _·,:<,;'·~::::-~··,;::::·.:":.":y':·.-~ r -)-\' :-~.-, 1., · ·: ·--

artrópodos _ muestrán_ ' procesos ~~fisiológicos; y,.· é:onductuales :. ritiniéos. En· ellos se han .. . , '. ~ < : .-,<; ' . i\'.~~~:~:: ~e-<:'.·,:.~;-.'.':<~·~-,~::~-~;:':~}'..::~~~~:.,::;:~·;::{·?~·,·; --~/.':::- ~~~¡~.¿;:'. \¿'j :_: ,'-'. ):''·~ ·'.~~:; ·~· > .· .. < " ,._: 
estudiado ritmo·s.:'de ~é:tivi~ad.:loéomotOni;;'.d~>ei:Io~ión~ de'·sensibilidad retiniana. Los 

:;~:~~,~~~(~~~~,~~{j!f ]~;i{f ;.:,::~ :,:,,:·;~ 
cerebro alier~ Ío~ ri;m·ri~ J~coil{~t6~es, Io q~ci iri~ica ~ue estas estructuras son necesarias 

para la expresión del rlt~o; el control d(! su f~e iperiodo. Los lóbulos ópticos cumplen la 
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función de hacer llegar las s~ñales ambientales al mecanismó· dél reloj y se considera que 

(con excepción de las cucarachas, griÜos y escarabajos) ~I .:itarcapaso reside en el cerebro 

(Page, 2001 ). 

Los osciladores circ.adianos se han detectado en ojos, ce~ebro:·sistema endocrino, órganos 

reproductivos. y epidermis. En general, se . conside~a que un. marcapaso circadiano está 

asociado a estructuras fotorreceptoras que median la sincronización a la luz (Page, 2001). 

En la actualidad se dispone de evidencia que sugiere que el sistema circadiano es 

multioscilatorio. Se propone que cada uno de los osciladores que lo componen es capaz de 

generar ritmc:>s. clrcadianos autosostenibles y que está sincronizado a ciclos ambientales 

espec!licos. ·Los osciladores independientes deben estar acoplados internamente mediante 

mecanis~os que Jes permitan mantener la sincronía (Moore-Ede et al., 1982). 

En los vertebrados no mamíferos, como las aves y los reptiles, se ha demostrado la 

existencia de un sistema circadiano multioscilatorio provisto de múltiples vías de entrada de 

la luz (Underwook, 2001). En las aves·, la glándula pineal y el núcleo supraquiasmático 

(NSQ) son considerados marcapasos circadianos cuyas lesiones afectan la expresión del 

ritmo. locomotor (Menaker et al., 1978). Sin embárg~.·eiÍ los m~fferos parece ser que 

existe un oscilador maestro que gobierna la rit~i~id~d .y'~ue.~e~ide en el NSQ. Aunque 
.- '., '. ; -· ,·;~ '.· ' . . ·. 

quizá éste· no es el único marcapaso, su· pápef,es>p~edomin:a1Üe: c:m .1a adaptación de la 

mayoría. de· las funciones del organismo. Su JesÍÓn:.•arcicfa. profundamente a una gran 
' ~ . 1' •• J 

variedad de ritmos como los del su~ño~vigÜia; la)nge~ti~n. de agua y alimentos, la 

locomoción; etc. (Moore.y Leak, :2001).·El'NSQ se ubicá en la parte anterior del 

hipotálamo y consiste en un grupo: compa~to dé peq~eñas neuronas que se localizan 

dorsales al quiasma óptico.tas~euronas.del NSQ con~lituyen osciladores individuales que . . ,· . ' ·','. " .. 
se acoplan, a través de cone~i(}~.~~ neurales, para formar un marcapaso. El NSQ es inervado 

por el tracto retinohipotaJáiiíicl:> ~ ·~s 'un ~lemento del sistema visual de los mamíferos que 

media la sincr()nización/óti~it~que seini~la en la re;ina. El NSQ provee una organización 

temporal de las.varlable~ n~Íl~oendocrinas yfislológicas durante el día y de mecanismos 

que elevan la ~fi6iencii de .la~ cond.uctas. adaptativas. En. los animales de reproducción 
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estacional, el NSQ c'ontrol~ Ja producción de la.melatonina pineal, que constituye Ja señal 

fotoperiódicade Ía ~eproducción (Moore y Leak, 2001). 

Con el fin de descubrir los mecanismos que guían al sistema del reloj circadiano y su 

importancia en los organismos, se ha estudiado a una amplia gama de especies 

(Neurospora, Drosophila, Arabidopsis, ratón, etc.) que han permitido a.cceder al proble~a 

desde distintas perspectivas. La comprensión de Ja estructura y función del reloj circ.adiano 

ayudará a entender Ja forma en que los organismos han evolucionado para lidiar con los 

ciclos diarios de luz y obscuridad que se presentan en el planeta Tierra (Turek y Takahashi, 

2001). 

3.2 Bases genéticas y/o moleculares de los ritmos circadíanos 

En 1935, Erwin Bunning sugirió que la contribución de las influencias ambientales a las 

propiedades del reloj y a la generación de los ritmos circadianos es mínima comparada con 

aquella de.las determinantes genéticas (Moore-Ede et al., 1982). Años más tarde, Konopka 

y Ele~'zer (1971) descubrieron que el periodo del ritmo locomotor y de eclosión de 
-·:· .. ·,,. ·- ··> 

Drosophila era afectado por una mutación genética y denominaron al gen per (periodo) 

(Young, 1998). Este hallazgo confirmó la naturaleza genética de los ritmos circadianos y a 

partir de 'entollces se han utilizado las perturbaciones genéticas y rai-macológicas a nivel de 

los dife~~ntes ~omponentes del sistema circadiano para trazar el. ~amino. desde las vías 

aferentes :>'.eferente~ del reloj hasta el oscilador maestro con el fin de descubrir y entender 

el mecanismo molecular de los relojes circadianos (Johnson y Kondo, 2001). 

La célula s~ considera la unidad básica de medición de tiempo (Dunlap y Loros, 2001) y ha 
''"- ·-, . 

sido , ulla~ herráltliénta importante entender el mecanismo básico del reloj circadiano, asl 

como~ su~c~mponentes moleculares (Hastings, 2001). Todas las preguntas referentes a los 

sistemas .circadianos se han tratad<;> de contestar a nivel molecular: proteínas, ARN, genes y 

otras pequeñas moléculas. 

En el estudio de los ritmos, la importancia de los modelos biológicos radica en que no sólo 

muestran de manera concreta la forma en que trabajan los sistemas más complejos, sino que 
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,· -- .- ., -

también nos penniten modelar diclt~S ~ist~mris: Ces ~isÍClmÍls microbianos, y aquellos 

susceptibles a a~áHsis genéti~os, ~~lniiten 'r~aÜ~~r apro~lm~~iones a la comprensión del 

mecanismo del reioj' y ~'.'¡á' fo~~\éniquefés'.Í~-~ciió~ pá~a regular al metabolismo y el 

c~mporta~ientéi c~Iul~; (D~~1i1/y P:r~s:dcí~I)::''::, '. \~~ 
. <>· :; -:/;;:·.· )_;h(· ~>) '·· . ;_ ·. ·;"· ·~ ';-">· . "; 

•. :;:.~~::~f ;¿·~~~¡~fil~~~i~:~~~~~::: ::::.:·::::::'.':: 
, gen~~deI~eloj\~'n'~~,~e,li~~'q¿~¡l~~Úé;aise,alterllfi los rltmos circadianos. Los transcritos 

de est?s g~des:;1 pci~i1~-'ie'.;~r~I~ ~e 'e~presan rítmidaniente, es decir, presentan oscilaciones 

cirddian~:(~~~:;:~~'.~f?i99s,'~ Aliada et al., 2001). Las proteínas que codifican estos 

·gene~\~~'.~'.:. ·c=~p;c:e'~.-rd~· )~hib.ir ~u propia transcripción (Alla~a ·el al.,-··.2_001 )_. ·,Entre ta 

activació11 , Y, fa' iilhibición de los genes del reloj, o bien, entre su transcripción y 1a 

producdón o dispÍ:>~ibÚid~d de la prote!na inhibitoria, debe existir un retraso qÚe genere las 

oscil~ciori~~ ~~;o~~ste~ibles (Sanear, 2000 y Allada et al., 200!). Para que ~~ ~sciiaciÓn se 

mm1tenga debe
1

ser regulada tanto por elementos positivos como negativos que evitarán que 

el ,sisÍema se vuelva estable (Dunlap, 1999) (Figura 2). 

ELEl\IENTOS 
POSITIVOS 
(actlrndores) 

l _¡__.,..,~ ....... r-~ 
¡tenes del reloj 

ELElllENTOS 
NEGATIVOS 
(represores) 

~~~~~-e+- ~ 
~e11es co11trolndos 
por el reloj (solido) 

Ritnticidnd ·· 
mctnbólicn. 
fisioló¡ticn y 
roudnchrnl 

Figura 2. Asa de retroalimentación caracterlstica de los relojes 
circadianos. Contiene elementos reguladores positivos y 
negativos que mantienen las oscilaciones. El asa se cierra 
dentro de la misma célula. (Dunlap, 1999) 
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Una caracter[stica consetvada de los osciladores CÍrcadian()S es ,el, hech~ de
0 

que todás las 

asas moleéulares de retroalimentación se cie~an dent~~, é!~'úna rt1ism~ céÚ1la (Figura 2), es 

decir;~() r~quieren de la interacción con otras. células (Dunlap> 19~9);;'.( •·.~· : . . , .. 

Las células experimentan v'ariaciones diarias· en· los ni~eles de' IÓs Ír~n~crilos d~, los genes 

del relOj y de ,sus productos proteicos, que s~ re(lejan en '1~5 dlfe~erile~?a~¿5 ~~ un ci~lo 
diario. Las células responden a estas variacion~s. di arlas: :¿n ~ah~;: i:Ó~; ~~;,ih,ici{~f los 

patr~nes de los genes que expresan, que a su vez, afect~n'·~~-b.i~~u'rih~i~'¡iiy~~~~11i~,~~.·Íos 
ritmos que son expresados (Dunlap, 1999). Sin e~~;rrg¿: ~Jlb ~ri''.~.ÍqJeri~•',~¿fii~r~'·d~ ~~ries' 
de salida están directamente regulados por.los.compondn!~~:d~l1 ~~l~F~~~~l''(~a~~-a'.'eiaL, 
2002b),, el . resto '.es éontrnlado, indirect~mente' a"ici~és:~{1{!'é~~~~~iii¡~,re~ti1at6'ri~ . 
desencade~adásap;~ir cie lo~ primeros c..\11a:da et'~i.; 20~!):" !:;:.•:': r:,· /::.:r;<; .:; ' , ; · . 

. '' '. ·:.~ .. -.·:~ ~ ':~<~.·, ·;·.::·~· :;:::~:~~ ::;:,,•\-·<?~t-: ::.'. ";«:-.:~::,,_;,;-: t'·,_., :·::::/· 

A ·•nivel . ~~º1,~~1l1,1~,;'~•?,.·i~tin1ul().·.sincr6~izad~~ ~<l;J116J .. ia,:'(~~~~:fr11I~~BMiir~~.~~·.{~r~~~ca ,; 
alteraciones rápidas en. 1a abundancia de un componente del rciloj <t~M~~rito 'º p~otefna>. 

~Y:~~;c~·{ihc};f~~Jt.t~e:t:~:Jd0::i1,:t~;tiª~:ti!hi:~f25~frt~:l~~J~1d~*::: 
delreioj deÍern1ina~á la'~agnitud del é!esplai;;.mié'nió ú 1á íase(Dévliri y K~y. 2601). La -- .',,_,;,,,- ., ,_- -, ' .. , .. : .... : . .· ·' ·-· - , ' 

sincronización ocúiie 'gracias•, a las interacciones,· molecul.arés . que se i producen entre 

.protefnas; ó·eritre ~enes y protefnas a travésde d()mlnio~ esp~cffico~. La,;roieína PER 

<(codificada por per) forma parte de uria famlli~ dé protefnas q~e cClritl~~~~'~Ji1~ci~inio PAS 

. cuya r¿'nciÓn. es promover Ia het~rodi~erizacióll ellt~e pi:otehiai, ~u~· lo·c~~ti~nell, además 

d~ particlpar en láformació~ de complej~s con protéinas que ca'rec~ll ~~ élO'f.~r. el dominio 
- • '. . 1 .• . . - . ., ' • ..,· -~·· ;. - .. ' ,. . . . ; '·, . ··.;::.- : ,., .. 

PAS juega un •. papel ,tanto en las, asociaciones proteica5'; hetérotfpiéas, como en las 

homotf;icas. Aunq~~ ~o ~e !~a del11~~irado q~e PER'pu~d~·~~lrse i1 ;~N, ia mayoría de las 

proteínas PAS iri~J~ye~ ~'la ~~~u~n6ia de ¿·llió~ :a Áii1•./de~6\rii~~d'~bHLH (de las siglas en 

' inglés: ba;e ,,;1b:-1oóp-{1~l'tc) y}'runci~n~h co(no 'fac:tores' de: transcripción al unirse a 

s~cuéncias ~~~m~toi~~ cÍ¿n~r~:~e·¡~~ genes bl~co. Una de Ías secue~cias activadoras a las 

que seúnen Í~s'd6~ihÍ~~ bH(H es la ~ecuencia de Ja caja-E (revisión en Young, 1998). 
- · ·--. -- -;~>"".-.. ~:,',--~' --"~;..=-~-,:_~':.S<'L~~-;.,__,, __ ""_c --;,-~,--:------,.-.- -

Los ··. dominfos · P AS ;"se :' han'. identificado en proteínas de fotorrespuesta bacterianas, 

fitocrombs :f ~t~;Teceptores. de plantas y factores de transcripción de insectos y mam!feros 

(e:g.·AHR,•sIM'y CLOCK),.Io que sugiere un origen evolutivo de la bioqu!mica que 
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condujo a lo qúe sería actUahnente iin oscilador circadiano (Dúnlap y Lóros; 2001): La 
-···\ ·, -·. . . 

semejanza de la región PAS de las proteínas PER, CLOCKy WC es el prirn~r ejemplo de 

similitud en. las ~ecuenCias' entre proteínas asociadas al. re~oj.~'Dad~s .. I~~ ·cii;t~~ci~ 
ev~lutivas. qué· .• • existen'..entre l~ mosca, el ratón y··. el • hong~ •. :se sugi~~e· citi~ ';>tros. 

componenies d~l r~Ioj podrÍan se~ identificados mediañte e~ta·cd~r~c:terÍ~tica' ~é:r~sthwaite 
et. al.; 1997 en DÚnl~p y~~os:·2001). • '.{·"\~·F '.fH· ... ' ' . ' . 

~&~f 1t~l~li~~~~1l~lt~~!;~~:::~~ 
··:que los ge~es deirelOJ pos¡:e~una rápida tasa de evoluc.1ón debido a su mteracc1ón con el 

acible~;~, ~~¡~~·~~ti~~~·~¡n~i~'rápi.day ~()~stante. La evolución acelerada de los genes 

d~{ relcij ·• d¡'fi'~uÍ~~ ~(:·t;~.:~~- l~s. fll~ge~ias molec~lare~ para ·establecer el origen del reloj 

·· biológi~o ¿f:)~~'ia)l; ·1·9~9rN~;obst~te, es posible detectar una creciente complejidad en la 

sincro~iza.ci~~::d~'.1o~·riir11os; ;a que conforme se incrementa la complejidad del sistema 

. •. nérviosó, también aumenÍa: la . dependencia de. los ritmos . circadianos periféricos a los 

meca~i~moi1J~''~;:'.()¡Jj·~mie~to central. Un ejemplo de lo anterior es el hecho de que en las 
- • - •" •" ,•. ;_ ; ' ,:•e\'•" • • • 

plantas,' donde" no.' existe. un sistema nervioso, el reloj ·. parece: correr de manera 
- .: .. _-:· ._;-._ . .: :':"/>:.'.;':J~--:':·.<<~- -, __ " ,· ·.' 
independie~t.i:,e1~. cad.a:órgano sin existir un acoplamiento entre ellos; mientras que en las 

moscas, que"pres°iinHi'ii :sistemas nerviosos simples, las neuronas laterales se sincronizan por 

· ~edio .de h~~ ·~Ütr~das~ de luz a las diferentes vías de fotorrecepción (visuales y 

, extrareti.ni~'as} ,?'-: ios t~jidos periféricos pueden ser sincronizados a ciclos L:O de forma 

> independieñi~ .. ;~~1: s.i.~.tem¡1 nervioso central (SNC). Finalmente en los mamíferos, que 

.. cuentan con un sistema~ nervioso complejo, la sincronización depende por completo de la 

entr~da , de- Í;~ luz p~Í lá vía visual al NSQ y los ritmos periféricos no pueden ser 

sincroni;ad~s de'~~¿;~ ~ir~ct~ (Oevlin y Kay, 2001). 
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3.3 Modelos moleculares 

3.3.1. Drosopliila 

La genética de los ritmos circadianos en las. moscas ha llevado al descubrimiento de los 

principios del funcionallliént~ deI reÍoj cent~l y ha a~oitado evidencias de la razón por la 

que se conserva su mecanismo en los rl1amf foros y Ótros organismos: Esta es la causa por la 

:~~ ~~:1s:~~,i~~~e~:1~;~~~~~&~:~:1~~;f ~Nl~tt:l~.~egulación del comportamiento 

•.··. . . '. .'' .:·:,,;c.;:, ;:·> '.::t(·'·~fü;;~·~:?.:¡•,::~ .~~;:/.. . . 
Drosophila.és un in~e~t<J: d~ coi}lP,<l!:1#!11}§~t~\di~Tº· Las moscas adultas poseen un ritmo 

de em~rgé~~i~ de I~ pJpáciÓ~ q'u~ ~~;;ehi~ ~Ítos ~iveles de eclosión por la mañana, cuando 

el clima ~5· frÍ~ y'·1~ÓniedÓ;;~i~Í~iz~~dg;a~l'e1 ri~;go de desecación (Pittendrigh, 1967 en 
· . · ·.: . . ~-·- - - ·. --· :' ··>>····,;:·:·> )':.'':;:.- ·:;;-~·?1+L:~.:\r) $:~;._ · ·-.. ,., 

Panda eta!., 2002a).' D1;osÓphi/QÍambié1{presenta ritmos de actividad locomotora, con una 

aétividad.~lev~da d~~a~te ;{',¡¡~·y·b~J~·~~~nte la noche. Ambos ritmos persisten con una 

periÓdicid~d circ~dian~ ~n 'obscurid~d .constante, indicando su carácter endógeno y por lo 

· iinto la e~Í~tencia. d~ un ~a~apaso. 

Con Iás investigaciones de Konopka y Benzer en 1971 se estableció la existencia de genes 

qUe j~egan un papel importante en el control· de los ritmos conductuales. Hoy en dfa, se 

sabe que las. oscilaciones del m~rcapasos de Drosophila requieren de S genes para llevarse 

a cabo: period (per), timeless (tim), c/ock (clk), cycle (cyc) y double-time (dbl) (revisión en 

Young, 1998) (Figura 3). 
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Figura J, El reloj molecular circadiano de Drosophi/a es1á compueslo por dos 
asas de retroalimentación que se entrelazan. Los elementos positivos 
(activadores) de una de las asas actúan como inhibidores (represores) en la otra. 
Los elementos principales de estas asas de retroalimentación negativa son: per, 
tim, c/k y cyc. 

. . 

' i 

Estos autores ~Úgiri~r~·¡¡ ~ue el gen per pod[a codificar para un componente del oscilador 

circadia~o. La prot~íri~:'~ el ARNm de per exhiben cambios rítmicos· circadian~s én ·su 

abundancia y ~e ~~~ji~~~r~n\~I cerebro, mismo sitio donde se locáliza. al ma~c~paso 
. . •... -... :·: .. ·::\:::.:.<:-·' .. .· .. :. .:. _. . 

circadiano_en otrós.irisectós-y en vertebrados (revisión en Young, 1998). En 1992, Ewer y 

cols. loca!Ízaron c1¿5 'g;.{i;os de 20 a 30 neuronas laterales en el cerebro de D~oso~h'u!i; 
Estas neuronas sonlas.responsables del control de la ritmicidad conductual (Panda ~i aí:, 

2002a) y son prob~blemente esenciales para el comportamiento locomotor, pues· éuafiC!o · 

son eliminadas, ·las moscas se vuelven arrítmicas en obscuridad constante (Eme;;·~·t.~1·:, 
2000). 

La prote[na PER se expresa en una gran variedad de tipos celulares en Drosophila. PER se 

produce en los ojos, en los ocelos y en el cerebro. La proteína PER se acumula en el núcleo 

celular siguiendo un ritmo circadiano, alcanzando su nivel máximo durante la noche tardía. 

Los ritmos de las ·neuronas del marcapaso en el cerebro central son capaces de ser 

sincronizados por ciclos de luz, incluso ~.:; aúsenciá de ojos y ocelos (revisión en Young, 

1998). Otras estructuras fuera de la cabeza ·expresan PER en el núcleo celular. Actualmente 
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se sabe que existen marc~¡m~;'cir~;clian~s ~~ióncimos y si~croniiable~ fu~ra de la cabeza, 

en cada parte del ~u~rÍ)~ (ri'unlap,} 999); Losrel¿jes periférlc~s son capac~s de responder y 

::::;~;:~t1~l-1J~~i~;~i1~{4~:~g~~d,t.1t:::~;1'.:.~1:::0:: :~ 
. desacoplámféiíto <le los osci1áCicifé8(1\11aC!aéí.a1.;·2001). · 

. . . • ··.• ·. : ::::· . :.t~:r {~~~1w1· . ·xy·., " < t:t ~: . 
La conc~",lr~;1ió~··f:~;~~ '"~;.~,:;Wf~~~~t~~;~f~~~!·~~l ,ciclo molecular de 24 h sirve como 

. referencia para dar infc¡,nnaéión sob~e lahc¡,ra de d•la. Sin embargo, para poder detectar si las 

·•.:r:::::f f~º\~'f ;!r,,\fü~t';~~:m:.;:;::·:; d:::1:01~ ,:;:-::: 
funclon~r ~atrio u~ ~~pr~~¿p¡~~~~crl~~iii'nal cÍ~ un par heterodimérico bHLH-PAS ¿A.ll~da e;.•.· 

ai., .2001). El gen Íinip~sC:~ iri{~¿~~6~~rl~ticas de ser un componente del rel~j circ¡clian~.· 
. Este ge~ int~ractÓa co'n ·.,;;;,.§:·~J;'p~ot~hÍa (TIM) es necesaria para la ácu~ul~~lón ; . 

localización nuclea~ ~e· PER. \E~ ~I ~it~pl~ma, TIM se requiere para estabill~~ a .PER 

(revisión en Young;19Íl8; R~sritif1káL,'ÍOÓI). :•;. .. 
'~'";·:_'.?~~> .r ::-.\, ··''."· , , . - . .: .. '·. ·)i.:.>~~:-; ~~ 

·La gene~ció·~··d~l~rif~Í:,c~~~~ftf ~i~st~,~~~~ª.·.~~·~ª·.r~gu~~c.ió~. d~:~k~.~~'.X?~'g:nes (per y 
tim) por un asa de l"etroalimenlÍlción:·negaiiva (Luéas :Y,F:oster,'!999):I..Os transcritos de per 

.... , ·. , .• '--.~. : ;·:'.::::;< ··~ ::.;J·,,~,~;.~~,~.,:::·.:.-0~-:~·.-:~: .r::·~"'.;~~·':'~!,:; ;! t-·<::·:~~.-~'.~¿ >/i~·;:-·:;·:·1;~,~r.·:.,:;;.r~~~:-'i":~~';-, .. ; .. _:;-~:- .-_,.,;:.,.-· ·· . . 
y tim ciclan cada'24 i~?ras y ;s,us prote!~as· ap~~ecen;un35 horas· más tarde (Cenam et 

al., 1999). ~rá~J~~i~n'!e'n,!¡;5~· l~s'rii~~i~s"cl.: J\RNii1, ~I íÚv~I d~ las prot~lnas PER y TIM se 

eleva coe~li~:,~ iá~!"2.oB!');·~~u~~(~ri<l6~e <i~rante. el 'dra en el citoplasma donde forman 

d!meros.qllé,set~iin~I~cia~\~{·~¿cl~~Jo.rl~ tarde. En el núcleo, los dímeros PERffIM 

;egula~ n~gativa~~ni~'{~h·;'.·~;~~ia·t~io"scrip;ión al inhibir al activador transcripcional 

fo~~do por ;l
0

dí~~r?;8I'.r<Jc]yc ~ue actúa sobre las cajas E de sus promotores (Lucas y 

Fost~r, l 999}D~~i~~;~i99~) CFliura 3). La inhibición provoca el decaimiento del ARNm 

de per y am;;:pci~no. t~nt:~::de' l~sniveles de sus protelnas, haciendo que la represión del 

a~tiv~dor des~~ar~~~~·;"¡)~~Ítiendo que el ciclo comience de nuevo. Tanto PER como 

TIM se fosroiÍJ~ ~i~~~sl~~en;e, lo que conduce a su eventual degradación en la noche 

ia~~ía .. LÍI: pr~t~rri~}~~~~~~da d~ fosforilar a PER es DBL. La fosforilación afecta la 

movilidad de ,· la~ -p~~ÍC:rnas y es la responsable de que exista un retraso en la 
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retroalimentaéióÍ~de PER4u·e-~vit~ que se alc~nce el equilibrio y desaparezca Ja ritmicidad 

(Aliada et al., 2001). 

·-· 
Los gen~s per-yfim ~stán'sujetos a dos asas de retroalimentación que se entrelazan, una 

autoreg~J~iori~-; birá de regulación reciproca (Aliada et al., 2001). En la segunda asa de 
,~.. . . . ' ' . ' . ~ -- :~' ·: . .-; ' ' ,, ,_ 

.retroá1in1entáción,'CLK'~éprime su propia transcripción al formar un dlmero con CYC, 
... "··;-'"'• .,. -··· ·' ..... 

mientríis qúe 'ei complejo PERffIM funciona como un antirepresor que activa su síntesis 

(Aliad~ eUaL~2ÓOI) ~ ~/C:on~ecuencia hace oscilar Jos niveles de CLK (Figura 3). A .. . . ··- ·.· ·.,. 

diferencia' de CLK; CYC se expresa constitutivamente en la mosca (Dunlap, 1999). 
':.·; 

·;_· 

El complejo PERÍTIM 'Í>l'O~~eve.;su t~imslocación nuclear y sol~ puede ensamblarse en el 

~~:0.~:~~i~~~Tu~~!4~t~~s:.:::=~~:: 
ocurre la disociación del complejo dentro 'del núcleo' su función-solo puede ser reinstalada 

importando heterodlmeros recién sinteti~adoi~d'e~~~'.'eI·cÚ~plasma; D_e esta forma, un 

estimulo sincronizador detiene la -prog~esió~ ;'d~J;~~~;~~p~~.'- qUe 'vúel~e a p~nerse en -
. ·. ' - ' . '·· "-~.; -, - . , . . . " . ,,, ·. ' . --· .. -_, ·. '.' . 

marcha de acuerdo con los tamaños de losalÍnacenes citoplasmáticosde' PER fTIM (Egan 
etal.,1999yDevlinyKay,2001). . '"'·=:":{~{ ·),éé'':' 

Los componentes del reloj molecular de Dró~ophila tienen ~u-'picof1~n°~tivos en la 

noche. El recambio es inducido por la luz q~e Bega a ~~Jésdel ~J? y' l~s·-~fas~~traoculares 
(Stanewsky et al., 1998) causand_o u~a _ iápi~a , d~gdct~ciÓri de\TiMf '~-~~ al·. desaparecer 

provoca que PER sedese~tabHlce y s;ata~bi~ii'de~;d;do (D¡;n;;.;;. j9~9):• 

~.::~:·;::.:.K'~:;.,,1~:~:~;,\~tK4~kt(~i.:::::~ -=~::: 
después de'que ha sido'éxptiesto'a Ia:tuz:-~TIM:'preseritá:uná sensibilidad a la luz tanto 

•
1
.' :,: •• --. :.~·· ••• : - ~ >·;:·~~ -:: -~ :·-·.:: :·:.,:,}·< - :::: .. r .. ·:_:º._,}<.~:~~-~:,\::.·~;-~~L.--{:- ( :·>~ :·\;<f,\";-~:f#/:;:s}>~'· · 

: dentro de los complejos PERffIM:; como en su forma'monomérica. 
, . :<·;' ,.---.. , .( ._. ~~~~:,~-~:<:.:~-- -.. . ,- :-- i<- ;:~.' :,_·.L: //-~'.- \-·" ,, .. 

- - : •• : • ~,~·-.· • ~~~;·; o;c-;o :.:-.:_:,_;-~i.'4-'r·_:,.;.~{-:~~---\:ú~:_:~t ;_~~j -i:~:~~~~~-- <-'.~~-:: 
'Las salida$ det reloj é:ircadianó'~curre~'a iravé¿de los'denominados genes controlados por 
el reloj (Dunlap,: 1999).''' -e • ': 5 ~ ' '· ; - . ,. 
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3.3.2 Mamíferos (ratón) 

- . . . '. - -

Los relojes de.los inam;fe~os sci~ e~sambles de 'cél~las de marcapaso que se comunican 

u~as con otras .y re~ilÍen' inforn1ación sobre el ·ambiente vía mecanismos intracelulares 
- - ' <h~,, ·.>, -: •. · •• ' __ , "., - ' - -... . ••• - - . _. ' 

comunes,-·: · ·.~!' ;;~~<. ·.·..::_~-'.:_ · ., . -,, '\> · -.... 

El sis~~micl~1-;ej~/éii6¡~·i¡~i ~ri; los rna~rre'~ós ei]e~A;q'~ii:~ y el reloj maestro se localiza 
... - ::: _:_.·:;: · __ ,_,:)·_::~¿'. ·,1.F--J; ::·t·.:-'L:~~·::\:;·:;:y;·,.·;_<:~'.· ;;;, .. ~-,·/~':':<·><.'·_J:~->_-, .... ·.:.:;~,'-.-:.-: >·;< ., ;-·. · -

en l_as nC?ui'onas;.~e,\}'ISQi en la P;trte ventral d_el hipotálamo (Morse y Sassone-Corsi, 2002 

y OsÍ~r e(~~;: 2002):'El. NSQ controla· 1asios¿Úaciónes /cfrcadianas y las actividades 

condu~iuaJes y{~~i~bcSliéás. (Miyamoto y S~ca~;' ¡g99) y coordina la función de los 

~s6iiiJ;¡r~~· ~s~i~~()~ de la• periferÍ~ a t~avés de la generación de ritmos en varias cascadas 

. d·e seflalii~c_iói-i' vía proyecciones neurales y factores di fusibles, lo que finalmente da lugar a 

lÓs ritmos en lás conductas fisiológicas del organismo (Panda et al., 2002b). 

La lesión del NSQ elimina casi la totalidad de la ritmicidad periférica, aunque se desconoce 

si esto se debe a la pérdida de la ritmicidad intrínseca o a la falta de acoplamiento entre 

·osciladores (Aliada et al., 2001). 

El_ NSQ recibe las señales del ambiente y aporta pistas temporales para sincronizar las 

·oscilaciones diarias en los tejidos periféricos (Morse y Sassone-Corsi, 2002). Las 

oscilaciones de la periferia regulan las funciones especificas relativas al tejido o a la 

_función del órgano (Panda et al., 2002b). 

Los niveles oscilantes de los transcritos de los genes del reloj en el NSQ son componentes 

esenciales del marcapasos circadiano en mamíferos (Morse y Sassone-Corsi, 2002). El 

mecanismo del marcapaso en este grupo . está i~tegrado por dos. a5as negativas de 

retroalimentación transcripcional en donde pariiclpan:tr~s.génes mper (11iperl, mper2 y 

mper3), dos criptocromos (méryl .y mcryl),. u~:-~~~\61~~/{(.;lk) Yun'ken bmall (Morse y 

Sassone-Corsi, 2002) (Figura 4): Uis as~'~e·,ÚgÜ~~f~~'.~~~~Ikaclas (Devlin y Kay, 2001), 

con sus productos génicos actü¿nd~tll'~gatÍv~~nie/~ob~é su' propia transcripción y 
· :·:·:~,. ''"··-~··:.:.;·;::;:~-~··'.t.:~.,,t-·~5,;,,;:,1~.:.":;:·-;_.:.:/· .' : . 

positivamente sobre la transcripción de, los"ge11e.s'de·la otraasa (Morse y Sassone-Corsi, 

2002). En elNSQ todos los trari~c~t~ia~·l~~·~~rí~~'.Je1ie1oj, con excepción de clk, ciclan 

. ~ircadianam~nte (Mol'Se ;; s~~~6~e~éo~i~ ~9~2)'.'T~~~s los componentes moleculares en e1 

NSQ tienen su pico durallt~ ~¡ dí~;'a difir~ncia de Drosoplzila, donde el pico es por la 
' • • • • • ' - ' • > - ' • , • ·' • , ~ • 

noche (Dunlap, 1999). En l.o~ tejidos periféricos, los genes del reloj también ciclan, pero 
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con un retraso de 3 a 9 horas, lo que podría indicar que están ;é~H;le~~o,: lás 'pistas 

temporales ÚI oscilador maestro (Morse y Sassone-Corsi, 2002); La r~gul;~ión,;'~iré~dian~ 
de la mayorfá de los genes es específica del tejido y solo un pequeño 'Wüil? ,cié ellos es 

bianco directo, de 1os ractores de transcripción que guían a1 oscilador ce'ntn;1: CP~nd~ ét a1., 

2002b) .. .. ' .. . . . ' . . .· . ' 

El asa dejretroaH~eni~ción del reloj molecular contiene una famili~ .cÍe mpers (mperl, 
: j '~. - : ' - • - • ' • • • • : ,• •• '. -

mper2 y ~1per3) cjue poseen dominios heterodiméricos PAS, pero no dominios de unión a 

ADN·(bHLH).,L~s· intera~ciones entre los mPER son muy. fuertes' y al heterodimerizar 

promueven su entrada al nÚCieo (Kurne et al., 1999). Por otro l~do, a diferencia de lo que 

sucede e~' D;~sophitc( 1iÜ;: iritei~~cio~es d~; PER ~6'n TIM son muy débiles y poco 
., .. ·.. . .. . .· : .··-. -; /.·'. ;, ·'. -· . 

probables; incluso se l1a propuesto que énmainíferosTrM pudiera no estar involucrado en 

los ritmos circadianos (AIÍ~cla et al.; 2001). Una ~~zen.el ~úcl~o, el complejo formado por 

mPERs inhibe la transcripción inducida por. CL~MALl (Kume et .al., 1999) y por ende, 
' ' ... ''., ........ ·.· .. , . . . . 

inhibe su propia transcripción yá 'que éstá es i~clÜcid·~ po} el ~actor tránscripcional que actúa 

sobre las cajas É de mper 1 ymper2 de forma p~~itÍta (~uca~·Y Foste~; 1999; Dunlap, 1999; 

Sanear, 2000; AUada et ~l., 200Í) (Flgurá 4):i:P~~!'ot;o'' lado, mPER2 promueve un 
.•.- .. ..·-- -.,, -._ . . ·'!·.·'"':,·;·.:·:·'·'·'•o·,; 

incremento en la transcripción de bniall (Alláda'et'at:2001i M~rse y Sassone-Corsi, 2002; 
• .• 1 •••. :·. • 

Oster et al.; 2002). Tras su entrada al núCieo, PER~omi~nz~ ~fosforilarse y ubiquitinizarse, 

siendo clegradaclo poste~onnent~,P~/e1 Í>r(),tgJ~~iii~>~ rhe~~s que sea retenido por mCRY 

·~:b:i;·,~~li~'.i~?~~~~l~~i~lt::~::t::;:,:~::Z:;~I:~;;;: 
PER vuelven a bajar;". el, blciqu~o de CLK/BMALl se libera. y los niveles de .. i11perl, 

seguid~s ~~/ io~:; d~",~~;;~2 '~!n~~;};;i~'i~~an a' ~umentar de nuevo, reinici~d~ él. ciclo. 

(Dunlap, 1999), 
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---- _.,-/ .. .__ _________ , _____ .::::.::~ .. :~-=====:.:: _____ , ____ . ______ ~· ·' 

Figura 4. El reloj molecular del rarón reside en el NSQ y eslá inregrado por dos asas 
negativas de retroalimentación transcripcional en donde participan tres genes mper 
(mperl, mper2 y mperJ), dos criprocromos•, un gen clock (c/k) y un gen bma// 
(modificado de Morse y Sassone-Corsi, 2002). 
•no incluidos en este esquema; ver en la sección de criptocromos. 

Debido a que la inactivación de bma/J provoca arritmia, se supone que su producto génico 

resulta crucial para el reloj molecular en ratones (Oster et al., 2002). 

Los genes mperl y mper2 son genes inducidos por la luz durante la tarde y por la noche 

(Dunlap,,1999): Se. cree que estos genes pueden estar involucrados en la respuesta a la luz 

deÍ reloj ~n l11am(fe~~s (Aliada et al., 2001 ). 
:. _,_ . . ':··" 

. ' . ' l . . 

3.4 Los criptocromos y la fotorrecepción circadiana 

Como se dijo antes, una característica fundamental de los relojes circadianos es que no 

oscilan con un periodo exacto de 24 horas y que requieren de una sincronización diaria que 

les pennita tener una referencia del tiempo externo para poderse adaptar a los cambios en la 

longitud del día (Devlin y Kay, 1999). El reloj central responde a las claves ambientales 

externas (Pittendrigh, 1993, Emery et al., 2000, Alvarez y Sehgal, 2002) y su 

sincronización se lleva a cabo a través de diversos estlmulos, corno la luz y la temperatura. 
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- ,· c .... 

Se sugiere que en ~I pri~e'r pas~ h~cia Jacoi~s~lidación .el~ una organiiaci2circadianase 

necesitó de IaseleéciÓn. cid pr~ée~o~ ~u~ respondÍ~n di~ectainente a las .. tr311slcionesde Ju~" 

:,\r"-·_; 

- ' . '' ,';~·e )!_ n" 

luz es tan:importante:que:'algunos'organismos cuentan eón una vía de entrada circadiana 
: .. :>.',,"'."?.'.\:,-:'·.:.'il/:..·,>u<.::J.i~~/;"··.-,e¿.~-;~:\·;Y;<-:·i.··.i·'-~-~;,~·).-.,,.\_·-_,'.'. -.,-- .. _ ·"·: -.. ··::,,.-_·: .. :_,. ···.-'.. -... .- . 
formada por,'mulllples s1stemas,Totosensibles (Sanear, 2000). A la capacidad de los ntmos 
. -. -.·:>> ··- . ."·'-(. :' ¡:_¡_",.,{;:.~,;¡~} .. ~~:/;~;1~}:;-'~;:~fr:.':~:::~>:·;; ,·-;:;: <~ :.:<' :: ·.- _. . . 1 • ·," '. • 

c1rcad1anosde adoptar;elpe?odode}os ·ciclos ambientales a los que son sometidos se le 

d~no:~,i~iy•:5o;~~,f~~f~~1~~~i~~':i~~ij§r: ~ll Takahashi et al., 2001 ). La luz· afe~ta a_I reloj 
molecular al activar:ractores:de.transcripción que regulan la expresión de los genes del reloj 

.·: : __ :~· ·:'';~2,;_-;··.-·~;~~;J:~.{'{'i;>:·ff:1f;~-;;,:-·::.\:..:.·> ·~'.·. "·:. : , . ·. 
(tvlorseySlllls~~e~~orsi,'2002): Para que el estimulo fótico produzca un desplazamiento en 

• el' reloj :e'/~~¿~~~'¡.¡¡)!~~: foí~rieceptor que transduzca la señal luminosa ·al mareapaso .. 
-: .'~,-- ~·:-::,~ ·::··~~-~·-:-,,¡;_-~r~';::;.:o'~·:z,_.-.1'.''· ·;>::.:~'-... · . ._ . . . "-~ . . 
cir~adiano;'(E~an: et· al.,1999). Para ser eficiente, el mecanismo de recepción. del reloj 

c'ircadi~~:~-iici"'iÍ~i{~~ q~~- se~ hipersensible y se debe poder acoplar a un run~li~ espectro 
" '·-,;: .-.,· .. ,_ ' . - ... 

1~11linoso,;_;'pU:~~" la' inténsidad del est!mulo y la calidad espectral de' la luz cambian. 

b
0

~scalri~ilié "d~hinie las transiciones día-noche (atardecer) y noche-día (~inan·~~e~). vkando · 
.. -,_,-, .-',".1« . . : . .. · .-:,. . .. 

hacia la parte azul del espectro cuando apenas hay luz y hacia ICÍs.vérdes'y elrojodu~ante 
Jos n16_Íne~i6s de alta intensidad luminosa. (Hall, 2000). . ·/. '. ¡,_·< , . 

Existen ni~~hos compuestos capaces de absorber la luz, sin embargo~1dó~+~d~~aqueÚos 
compuestós capaces de transformar la energla luminosa ~nfenei~Í~;{~le~fioq,~l~i~á . y . 

codificar información en la vla de transducción de señales ~s li~fi~d;;~(s~~:~a)%dóo)'. ; .. 
·. ,·-·:::·~'.''.-'J:-<J,;, -?::.:! :··········:':"''('_i"··:: .,.,. - ·,· -~: 

Una fotoprotelna está asociada a uno o varios pigmeni¡;sfoi'ó'aéti'v~'S'.(c'i~'n;"ófóros) que 
• - . . . . -. ::,::· .:. ;.:.~.-:··~]J~.:¡::~:)~:.",._it:)):;.~~~-~;·.'.;f'.":r~.~i/~X~,~~ ,_.: ... · . · · 

convierten la energla lummosa en energla · qulmica· o ._en·:.mformac1ón;"; entendiendo por 
. , . ·::·;. -.:'.:;-~·· >:::t:/,_;:~_,::~.?>'.'~·~:.--:://;'.:·/.:~:.!:·:: " ... 

pigmento fotoactivo a aquella molécula orgáni~a qúe absorbe)a:Iui.eri el rango UV-luz 

visible y por medio de Ja absorción de unfotÓ~; i~l~i;'i¡~~,i~'íí~~iÓ~c:q;ulmica (e.g.: flavinas 

y pterinas). Algunos ejemplos de ~igme~t~~ 'r~i~i:i:ec¡J~~;;f~"~~ri I~ r~dopsina, el sistema 
- ~· • ; ! -;. --. "' •. '' -: /; - • ' 

fotosintético, las fotoliasas, los criptocromos, etc: (Sanear, 2000). 
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_._,,- -·---- -

Las fotoHasas son proteínas (;~yopesomolecular o~cila entre los 5~ yGS kÓa (sanear, 2000 

y Lin •. 2002).y.s~ 'encú~~tran ·~~ bacterias: llrqueobacterias Y, han~¿~ cLin,·Íoo2): Son' 

enzim~ a;o~iad~~ ~·'doi ~rÓ~óforci~; u~o que capiá Ja' luz Úoliato 0° d~~~ri~tina) y ~no,' 
<."'_; ~,~·:. _:;·. 0-,. . .---·. , :-~ :..·., -~- · · ·:.-,:-.. ~- _ _.. • _ .. _.:,·.. .. -':'.- .·. ~:: ·:_..-,. ;,;'1: - \·:,;-:.::.;·>·:~-;;-\,.-:~:;:e: · <·~·<·., :· .:_.. : 

catalítico (flavin~: FAD), que reparan los dañ.os. inducidos por la'.luz.UV;'del ADN e~ Una··· 

:;il;~:f .~~:~:~~~~f~~~:~~!~I~ii~l~~k: 
los cromóforos F AD y. pterina. El daño. di:l. ADN · es reconocido. por; la· 'enzima.· en: forma '· 
• : . -·~-- ; ::---:::,!· -~;, . •, ,· :: .. _.;~'·,' ~~ ·~ -~::~·-·.-:_: . ·:·~:!,:,-: t'.;:' '·', ':'·\!·:. ·:_·.~;·<·'.','/,·.~·~Y:_•:··.:.>:::-;:~ t:.:f-i.)'.:\i;~~·~{·.;i-Jf~~;~:-:w~:r;,;B(.i?.·~:-:··:i.{}Y~);· ~<·:';·~-~ 
mdepend1ente de.la luz.y ambas moléculas· se unen formando:un compleJo.·La ptenna, que 

, . : ; ,_: . _: >· "-. · ·:.:,:: .:· :,,_,- _._. <\ :':-;. ":·'.-'·..-.: <;:(..-:.-,'_<>: .',~"- ~·;:;;:,:. ... :-:_~~,,,~ ;:-:_~--,\;,,.-."'.:··~F,;:~·c::,,"r1~·~~t.¿_::~.:j~:>:·<.~t::.··i-B--~f-;· \~'.:'<'·. : .. '.· .· 
actúa como tilla' fotoántena, 'al ser expuesta ii Ill'iÜz 'absorbe iin' foióll 'y: transfiére'Ia 'énerglá 

, ·, ... ·y·:-.:· .. ·'.:-;·. ::-'-.:' ·. ·>·,:-:,_·:· · :.:-·:-:·: -:'::_,_. · -,~;:,-;~, ~;::'.->·'~:-.-;[:;.·:--:·:.;-'.'.· r:>-.. '/,:tr .. ,:.>-\-:"i.,¡.:,;-;"·;.:r;·; ~/~~',·:~:'y~,:·*'('.:.;;~-.1'·'':'-. ,: .. -~-'-

de la exéitación' a la flavina/el ca factor catal!tiCo;"que'iCsú;vez~ iransfiere'él '.electrón al 
º_'.·.:-,;· ·_:,·::: : ,, ·.::,_:· _.:.>··,·::·,;~.,,:,>--·-~->YX':.\· -:~; ';··:·}'. :.-:. :~~1.'i;.'·.<·:~-<;.~t· .. ·,,·'.< . .-;:·.:'i~:I\ .. ::..f<: .. ~~~f)>X;~:.(.~';-\'~!~::,'.·.~. ·.·_, 

fotoprod~ctó .del. ADN, ~fectuando su reparación: La ·~nzima. recupera as! su estado basal y 

~di·~·· ':l,jN,;<,Jj¡;·f 'º;º' : .•. > ' ; ;';¡¡¡;;gt;~t'?': ', . . 
Lcis cnptocromo~, s°:n fotoproteinas sensibles a la luz az11l'tJY (A.'.'.:JS?;450 nm.) igual que 

las fotoÚasa:: ~o·ri\~~ qu~ comparten un alto grad; de hi;J~;~~l~~~-~Ü-~ecuencia (Sanear, 

· 2000), Ía ~~iÜpo~iciÓnde sus cr~móforos y una a~tivid~ctVio~~¡~¡¿; d~pendiente de Ja luz 

• cun, 2002). El no'mbre de esta familia de rotorrecep;~res ;¡diJ~ ~~ s~ i~portancia para 1os 

fotopr<lce~os de '1~ plantas criptógamas, así como a' su n~tur~leza crlptica. (Sanear, 2000). 

Le,'¿ crlptocr~~~osno son sistemas basados en opslrí~s (Mly~mo;o y Sanear, 1999), sino 

pig~e~to~ b~saclos en la vitamina B2 (Emery et. al., 1998);~u~~ pem de que carecen de la 

~ctividad reparádora de ADN de. las fotoliasas, median .ot~as respuestas a la luz azul 

(S~car, ~200'0) a irllv:és de una ex.tensión carboxilo-te~i~~I.Ó~i~a (D~ylin y Kay, 1999). 

Vilrias: e~ide~éias ~ugiÍ:ierori que el sistema de •. fotorrecepció~ .circadiana podría estar 

i~t~sradoporu~ ~is\~rJa·c~~ cromóÍoros de fla~ina. en adición o en sustitución de los de 

~etimil , (~ri;éi)/' 6?tai\J99s}'. Ei crlptocromo fue propuesto como una molécula 

fotorreceptora'aebid¿ a sus características estructurales, funcionales y a· su localización en 
-·--

el núC:leo /de'-1a;:célula. Esto le permite desempeñar funciones de fotorrecepción, 

fototransduéción y ser componente del reloj molecular. 
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En 1881 Darwin reportó que ciertas plantas presentaban una respuesta fototrÓpica a la luz 
. . 

azul (Lin, 2002). Investigaciones posteriores descubrieron que en Arabidopsis thalia11a 

existen dos fotorreceptores de luz azul, las fototropinas y los criptocromos, sin embargo 

solo los criptocromos se han hallado también en animales. Los criptocr~mos encontrados 

en Arabidopsis (CRYl Y CRY2), aunque no forma~ parte integralde los .componentes del 
'· . ,' . .-

reloj, participan en distintos procesos controlados por la luz como son la expresión génica, 

la regulación del crecimiento, .las respue~tas fototriorfogénicas como la elongación celular, 

el fotoperiodismo en la floració~ y~¡ fot~~~oplsmo ~ri respu~sta ~ la luz azul (Thresher et 

al., 1998, Lin, 2002). '\····· . '' }i .. ·•.·,· .· · , ,, 

Por ser• _lo~···cri_~~()c~~~(;~- \~~)e~~fr·~~~t~~~~f~~h?~;~;;ies~~~ _Y~star,_. estructuralmente 
·relacionadas con la enz.i~a,de;repa,ración\d(l'Af)N/l~fotoliasa, se.cree que fueron. el 

· ... producto ~\()1~.ii.~¿'.~'.~ ~~ü~:',i:~~~f~~.(i~,~~; l~~-'g~r:f ~-~:f /~.~f 6~-~ji,~.1: an,c~str~l, ya que en 
plantas y animales ~onío'habi1Ópsis y .en Dr~sophila enconirarrios ambos, cada uno con 

sus ~~~tivli~?e:K.'ci,~~~;-di~~i~f~~-~?n··;o ··~-~pa(~6i6~ -.-de Abf &nfery. et al., 1998). 
Rec1enteme~te,se descu~n~ unnuevo cnptocromo.en bacterias.y, plantas llamado DASH 

· .. · (BÍudÍ~~ et''aí:.'~2oro)}'E'l DASH. actúa· ~orno un. represor transcrlpclonal, contiene un 

cro~Ófóro/~iÍÍact6i,FAD; pfe~ent~ similitudes con los priÍcescis de reconocimiento del 

ADN ·~-~~ la rcii6Úa~i y_ºcons'cirva la cadena de transporte de .electrones de la protelna a la 

flavina . (B~dler: ~t ~l., 2003 ). Este hallazgo sugiere que l~s ~ripto~r~~o~ e~oludonaion 
antes. de '1~. dl~~_rg~;lcia entre procariontes y eucariontes, ref ut~ndo ;~ téo.ia, IÍtiterior que 

propon.la que -~cis ériptocromos hablan evolucionado tras. e··l··.·.º··.· •.. ·.-.• ~·-'.·_i·.·g_·_ .•• _e.,· .• ··_.~.-.' __ :,·_:.·1~.-.los 'eucariontes 
(Brudle~et aÍ.,2003). . 

L<Ís ciiptoéronicis presentan los sitios de unión a los cromói'or6S/~of~~íorés de flavina, el 

·, FAD y l~ ~t~rl~~. p~ro aparentemente carecen del sitio'de~GÜi6~:~JAoN (Emery et. al., . . ' . . . . ,. ' . ,'• ( ··~· ... ·· . .'-

1998). Son los i:Ofactores unidos a la proteína los que deten1linan ~u 'espectro de absorción 

de· la luz (' 350~450 nm.). Estos pigmentos ab~orbe~ 'i/1uz, y transmiten la señal 

electromagnética al reloj molecular (Sanear, 2000). · Se·· desconoce con exactitud el 

mecanismo de señalización del criptocromo, sin embargo se sabe que en las plantas la 

señalización del criptocromo conlleva Ja actividad de óxido-reducción mediada en parte por 

el sitio de unión a la flavina (Lin, 2002). Recientemente Lin y cols. (2001) reportaron que 
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el mecanismo de señalización del criptocronio de Drosop/1ila esiá' asociado á un cambio en 

su estado de oxidación en el que inteiviene este mi~~º: .c~factor tr~ rec.ibir la hÍz. 

Aparentemente, la. actividad red<ix. conduce al.· ca!llbio. confo~aciOrial del criptocromo, 

. alterando su est~d~ de fosforilación y sus relaciones. con ot~as protelnas a las que s~ un~ y 

desencadena asl Já propagácÍónde la señal (Lin; 2bo I, Froy et al., 200i). 

Otros• priicesos c~l~lá~es. ~~ián involucr~dos' ~n !~ p;(¡pag~Ción y transducción de· 1a señal y 

en la r~~u!a6iór1 de • iii .. retroaliméntaciÓn el~ .·Jos' crlptoC:~o~os, ad~!llás de !~ · r~g~lación . . ·- . ' - . . . '~, . - ' ' . , . ' ' . . . - . ' . . . 
transcripclori'ai: lá·o~Úrrencia'dé crunbi~s en la homeostasis iónica es uno de ellos: Ya que 

. ;,• .f;,~· .. : -:f,;·:.<·\'..._.:·\.,::->·::,;, ··,.·;;:-::: '.! ', :::;-->-~·¡.';,.·¡<"'1~ ·1-:'. '>· .. ; . _,:: -:,.. . ' . 
en respuesta a la;luz azul se produce una rápida.despolarización de la membrana celular, 

:- -:'" :::'.'. : __ ;·>:':··.~·-::·;,!_-! ).~>;· ·. ·.·< ::>.;:¿ ·_J:~(-)·'. ;.": !4~:1.J~:-.~·-··' . ·º, .... _ ; . . • :.- '. 

que resulta probablemente: c:n laapertura deios canales iónicos. Sesabe además que existen 

cariibiose~'l'~,·~~füef~~i'.~~·~~f.~~'.~fü~i~I~Bcl.~'~:~~o~~po~.laluz a2ul, ya que este tipo de luz 
promueve el ílUJO de cale to. hacia el citosol (Lm, 2002). i: 

.'. 1.:;· ._--,'.'::"' >'..-,\ ;·. ·-:>.;~.e ·' <-;,·:. >'.":';''. -~~-.;~'.~, '.'•\-!-.~<:< ;~;/"' ·~,~ ·•:'. 

Los criptoc:~:~~ d~ mrunífero~;,'.~i~i~,f]:;5:~i~~ti~/s°'n~~o~ h~m~'logos entre si, sin 

embargo cuentan· con extensiones carboxi.10·· tenni~ales. ?nicas . q~e • pued~n . ser' cortas o 

alcanzar los 240 aminoácidos'. Se sugiere~u~est~do'rÜ¡~i~ es ~(que' ~e 'u~eaias moléculas 

efecÍoras (Sanear, 2000). Con~ider~dolá siiJiffi'Kct ;n:las~ec~~nci~sydebid~ ~que se ha 

descubierto que el criptocromo de D~osopl1ild;i(c~0 i~n¿ionalcofuo,u~·ffotorreceptor 

;':~~;,'.:~:.:~:·~:·:.~~f ::¿:~~~~~~~~~~~~A:~Jf 
mecanismo central del reloj c1rcad1ano/no siendo clara su·. función e~ '.la; fotorrecepción 

::.~:::::::~;;::,~:~~~1~~i~~~[J:~~f lf iBtr,~. 
cofactores se hayan conseivado .. parece indicW.;~u lmporta'nCia para el funcionamiento 

correcto de la molécula (Lucas y Foster, J 999): 

3.4.1 Drosophila 

La ablación de los ojos, o las mutaciones en la vfa de fototransducción visual en Drosophila 

reducen, pero no impiden, la sincronización de los relojes circadianos a la luz, lo que indica 
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la existencia de una v!a altem'a de transd~~~ión de''señales hada ~l m~rcapaso circ~diano 
' • ' • • - h • • .- -- ~ .' 

(Emery et al., 1998). 
. ~ "' 

La posibilidad de construir una curva dérespuesta de fase aiúz azuI Cl~l riti'l!o de eélosión 

f ~Il1~t~f t &Wf~~i~f lllil~liiif ~·. 
criptocromos humanos (Hscryl y Hscry2). 43% idéntica'a l~fotot.iasa 6~ de.Dr~sop/1ila y 

.·~~g~~:~ª~~::j~q~1~~~~~t"~~~:· 
anatómico que coincide con las neuronas maicapaso de .. este organismo'(Egan et al.;:1999). 

: . • ., • • :-• ; ,J~T.::::.,,'i'.<·~:,'.,'.: ,>",,1,_::::,~ <•:.',~>~:~.~-J:\:'·.:,,•'.J-:..'"~:• ;.'.'.:·~'.?··:.:'·;:::,;.·/ :', i; .-~;!' :•; 
El transcrito de cry es más abundante .durante etdla que'. duranté)a :noche;· ya ·que si se 

· ., :. º.-- · . . ,·::,~·/,~:¿_--::~:-x_.r:~.-;.:;;;., .. ~,.-;,,,;:::'.·:_:::i_~r~,.t;rJ.:::t,_;·.;:-(t;~··-:-·,/:,.· ·"",~·-, ·.: ... ~·"':Z:·>:· ·\:· ·<.-. 
considera a ZTI como la hora en que ocurre eI encendido d(l l~_luz Y, a 2!12 c~mo la hora 

::~::~::~::~:2t;s¡~f ~~i1r f tlf t:~~~is: 
que no ~s producto de Í~s ¿ic·l~~'c!e l~~-~bs~~~d~~ ~ Íos qJ~ se somete el org~nisr!lo (Emery 

et al./ t 998). El. cicio d~I XR_N:it; J{ c,;':~e ~e afectado po~ mutaciones en los genes del 

reloj:per, ti11Í, ctd~ ~}~. ;~~~~6\~;~hlec~ la existencia de una ~etroalimentación entre el 

~arc_a~aséiC:fré~di~d~ y'~,y'(l~~'J;;, et al., 1998). La evidencia anterior indica que el gen cry . ~ ., . . '. ,. '. . ' .· 

posee un;;- reguÍaclÓn Cl~c~cÚ~nay sugiere que podría actuar como un gen del reloj (Emery . ,\ . \ . ·' .. ,.~, ..... ,_ .· ' ' . 

el al., 1998) .. 'o':: 

La proteina CRY tiene ·un peso molecular de 60 kDa (Emery et al., 1998). Bajo un régimen 

de L:Ó 12:1216sni~eJ~i m!nimos de CRY ocurren en ZTI 1-13 y los niveles máximos se 

ºalc-~rízan -~er('zT2:i.''s'fn embargo en obscuridad constante los niveles de CRY se 
,- ... , . '. 

incrementan a· I~ largo de las 24 h, comenzando a acumularse durante la primera hora del 

dla subjetivo; alcanzando sus niveles máximos al final del mismo y comenzando a 
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acumularse de nuevo al d!a siguiente partiendo de los ~i\l~les qu_e alcanzó la ·nodie anterior 

(Emery et aL,1998). Estos hallazgos muestran q~e los'nivelesde CRY ~n Drosophila son 

influidos de manera importante por la l~z. si~ndolap~otelna müy i~estable durant~ el día y 

estable durante Ja noche (Emery et al.', .J 99S); Esta regÍila~iórÍ fótica a nivel postraduccional 

y el hecho de que al sobreexpresar CRy's~ incremente la sensibilidád de las moscas a la luz 

de baja intensidad sugiere que· CRYjuega ·un papel. en la fotorrecepción de Drosophila 

(Emery et al., 1998). 

La mutación cry6 (cry b~bJ')qu~-afecta' al sitio de unión a flavina de CRY provoca que la 

·proteína ~e degrad~ rápidá~~nte 'sin acumularse. Los mutantes cry6 no presentan un ciclo 
1 • ·,;.-

dél ARN-111 de cry;"ademá~- de que el ciclo de per y tim se ve afectado, por lo que se 

conslderaq'u?cRY-e~;c~~az d~ autorregular su propia expresión (Sianewsky et al., 1998). 

EI ·d~~pl~~~(~~t~''ci~ fa~e ~ue sufren las moscas silvestres tras la aplicación de pulsos de 

luz ·ciürarÍÍe 1á:n~che, temprana está ausente en los mutante~ e;¡,, quienes además se 

.- .. com~~rtán rl¡~i~¡rne~te bajo condiciones de luz (Emery et al., 2000) y obscuridad 
. . ' . - . . 
constante (Stanewsky et aL,1998) mostrando así un defecto ?n Ja vía de entrada de la luz, 

sirí em_bargo aú_n pueden· sincronizarse a condiciones L:O 12:12y a un segundo régimen de 

luz, Jo q~e ~Ügiere que no hay una pérdida completa ~~ -~~ción en estos mutantes 

(Stanewksy ~t al., t 998). -- 2 ' ::;) 
_,_,~ ,:,";L: ··.~ 

•)\·~?;;~·,_·.-,, .. ,e -

Rosatci y cots:_ (2001) encontraron que en presenciá'de luz;'cR.v;:PER y TIM interactúan, y 
l }- C n-~ '¿ ;'-~< ,. ''• •, 

que aunque.esté~ p~esentes en el mismo complejo,"t<:is'sitio~'cie'Ünión aPER. de CRY yde 

JI~ s~n di~tinJ~_s.: ~~- '-t,º?~~~-~idad,: e\ ~º.in,P.~~-~-:~~~~~~~H~r~~-~iii~a1 i1~~e~-endi~nt~· 
a la luz en eLdtoplasmiii•sin embargo existeialgún.factor;nuclear queJe impide·a CRY 
· · · ·.'; ·: > ··: :-; .:.: :·: · .::::r ',· · ·· . .:_-/'.·',::;_~~~1'.~· ;;_:.-'J:,r\:--.~!:~~ :;;>¡;:·~- ,_:''.·:{'-"'·}' .':·.7·:5· ··~:·_,~··&.::'':~Zt'1~~:;:-,;·,'. ;i:-:.")~-,·::;? ~-~::t-::{~ :-:;~·«ni :, ;;·~::·:,.~ .• ;·.t.:~··!· -·. ·· ' 

· asociarse ccin. PER ·o _con' TIM _en ta·· obscundad: (Rosa to :et •aL;· 2001 ).: La proteína .TIM es -
' ".' · :. ·. ::.:º '. · .;' ":':'./.-: ·.-._.-::, ;~J"«.~:;. :; /;;-:/~,; .. ~::··.'":·'.: ''·í·~:i:. \;:":::·; ~~¿':·i:,\-.":;1.ht~t'.':#"·(-'. :!~,:.:{::<'·;·:1->:,:.,_·~~·(~_,'-:,.-3;::.:;'.·~,~~·::;:~'.i \::, _'.·:~::~: :·):·r. · · · ·". 
suprimida' por,' la C luz, : sin/embargo/ en·: los;: mutantes/ cry~ :'TIM~-perrniiríece _.'constante . ·-

, - :·:. -:: ~ -~:· .;(,: . ."-:< f <},_.,:·: · ·;:.".";'.·,.;.\ ...__._;·;\f;)":':.:/~·-f:..":; :_i~;'.'(::_"._í./L:gr;';'. '.".~~ .:.:.··;¡, *'f.:i,~;l·'k·.k~: ."~'.-'·-~.;[/;".'. ::·-~'.:-. ~;':.~· '.'.';_(-~ · '_, :: · • 
(Stanewksy etat; 1998). El CRY.deDrosophila_interá~tiíafisicaínen,t,econ,TIM_ de mánera 

Clependi~~te · ª 1~ 1u~ y ¿~ 1a ~bs~~~d'a<l ~~¡¿~'~re~~~;~~ ·~ri '~1. \~,¡~;;;6:'(:;~~1~j~- <Lin et a1., 

-. 2001- y ~os~to ¿t al., 2001 ). -Es probablé qu~ una reic~i~ll::ci~~~;.;%:¿~~¡d~~oi· 1~ Ju~. sea la 

que active a CRY nuevamente y le pe111lita ~~irs~ ~ l~~:·.;:¡-¿;¡i6~Í~:·~éÍ;;ejcij TIM y PER 
' .. . . .,_. . .,... . . . 

(Rosato et al., 2001). El trímero que se forma permiÍe qÜe CRY~entri: al núcleo (Ceriani et 

al., t 999), evita que TIM se degrade e impide que el di.mero PERffIM inhiba al factor de 
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transcripción ~~IUcvc; ~s dCcir,· impide·-~uc realice su función d~ 'retroalimentación 

negativa dentro ~.et· as¡ mol.ec¿lar (Cerlani. et ~I;, l 999; LÍn 'et al., •2001). (FigÜra 5). La 

~~~it 4~~~t~~~f Éf x;;~;;~}~~~~~1t t~;¡~;:;.· 
molécula (Line.t'a1.;·wo1 ): Es posible que en respuesta a la luz, CRY transmita una señal 

:i:11::~:.lo1'.t~;f )!:~::::.::'~~::~~;J~;,~1~~f~l!:~J~¡1::d: 
un~ ~~z qll~CRY se h~ya degradado (Li~ et al.,~OOJ)./ .: ,;:;. ;: ; :·:· .-" '<•i'.) . ·-

?Cldemos re~ll~~ir ento~~cs que CRYfunciona' coÍÚ~ fcitó¡2;;6'6e~ior ci;c~di~n~ al integrarse 
' ' . - . - -, ... . ' . ,·· .. · - .. ..· .. ¡"' . ~.. '" ... _, . 

'al complejo PER/TIM de manera dependiente ~ia h1~, '1.0 qlle'desemboea en 1a·supresión de 

· la ~et~oali~enta~ión negaiiva de PER/TIM sob~é·I~ actividad tr~~scrip~ion~I ~~ CLK/CYC 

(Figura S). El efecto de la luz resulta en la red~cción de los nivelesde TIM por CRY que 

apareniémeÜte i~tervlenell en la sincronización del asa moleculardel ~el~j. clrcadiano que 

, collt~Cll.a I~; riÍmosconductuales. enDrosophila, al -desplazar al reloj al punto . donde. los 

· niv~les 'cí~ TIM·~()n comúnmente bajo~ (Devlin' y Kay, 2001). El bloqlleo de la actividad de 

PER/TIM ~~m1~nei< ll_asiaq~ci CRY es degradado y mientras el estimulo• fótico se 

mantenga '(Lin·· et:at.,: 2001), alterando así el ~sa de retroalimentación negativa que 

c~~ipre.i'de el r~1bt'c'iic:idla~ci (Lucas y Foster, 1999). Al participar en la degradación de 
, • . •• :-, : .• L ' .", .. -.. ., '°'' :,·, ~-- ' ' • . . . . . 

CRY f TJM;', la vía' de 'degradación ubiquitina/proteosoma puede ser UnÓ de. los primeros 

evento; ~Ü~ ~~~ari ~'¡,¿~era tiempo al reloj de Drosophila en respuesta a la luz (Lin et al., 

ZOOI):< 
D~b-idCl. a ~~eita~:~~t~ciones en los criptocromos no eliminan por completo la 

• si~croniza~iÓn en la e~pig~ióll rítmica de per y tim, se ha sugerido que otro fotorreceptor de 

la vfa ~isual sin~ronlza ~ste ciclo,en las moscas, actuando como una vla redundante a los 

criptoc~omos (~evlin y Kay, 2001). 
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Figura S. El CR Y de Drosophila funciona como fotorrcceptor circadiano al 
integrarse al complejo PERfflM de manera dependiente a la luz, provocando 
la supresión de la retroalimentación negativa de PER.ffIM sobre la actividad 
transcripcional de CLK/CYC. El bloqueo permanece hasta que CRY se 
degrada. 

.J 

La cons.ervación de los sitios de unión a ADN de la fotoliasa en el CRY de Drosophila 

permiten suponer que además de su función fotorreceptora, CRY podría acJuar como un 

factor ~ranscripcion~I y por lo. tanto participar directamente en el reloj circadiano como 

parte integr~I d~J l11a~~a~as~ cmlas neuronas laterales (Emery et al., 2000). 

Se ha encohtrado
00

~Ue CRY t~lllbién se expresa en tejidos ajenos al SNC, como las antenas . . 
y las pat~s delanteras. Diversos ~studios han encontrado que el papel de CRY en el sistema 

circadiano periférico difiere de aquél que juega en el SNC y que existen diferencias . 

específicas entre cada tejido con respecto a la forma en que opera el oscilador molecular 

(Levine et al., 2002). En la periferia, CRY podría ser un componente central del oscilador o 

un componente de la sincronización no fótica, como la terrnorrecepción (Hall, 2000, 

Krishnan et al., 2001 y Rosato et al., 2001). 
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El sistema que pennite reajustar el reloj de Drosophila es muy versátil ya_ que cuenia con 

los fotorreceptores extra-oculares de la estructura conocicla ·como "ojudo de Hofüauer 

Buchner"; también cuenta con los fotorreceptores retiiii~~6s deia' ~iade las rodopsln~s que 

absorben en los periodos en que la luz ~s más i~tens~~ / pÓr lÍltiino cuenta con . los 

criptocromos (Hall, 2000), · consi~eiados/~+~J16~{r~torreceptores circadianos por 

excelencia (Lin et al., 200l), qu~ ~bs6~b~~;j~:lll~;a?~í:·d~,r~te el amanecer y el atardecer 

(Hall, 2000). E~ery y cols. c2Cího)' i~~i~reX~u~'7cRY contribuye principalmente al ajuste 

del pico de ac~i~_idaí( d~ l~'i¡~cl6/fuiehf~a~··~h;;'"j~;{ojos, contribuyen a ajustar el pico de 

actividad d~ la,maílána•bajo:coÍtdici(jnes~L:O: En conjunto, estos fotorreceptores le 

penniten a la íri~s~ll ri16aiaf Ía
0

sen~ÍbÍJiclad a la luz a lo largo de distintas longitudes de onda 

(Hal,I, 2000)'.:> 

3.4.2. Mamri~r~s 

-En los mamíferos; la infon11ación lmninosa se procesa en el marcapaso circadiano del NSQ 

para d~te~inar la hora dei Ília (Sanear, '200Ó). Los ojos son estructuras necesarias para la 

transmisión de la luz ~l ~;¡¡:,j~¡~~~dia~o (~oster, 1998 en Stanewsky et al., 1998) y se 

sugiere que es ah! do~cl6 s~ locaÍi~ari los fotorreceptores de los mamíferos (Sanear, 2000), 

aunque aÓn se des~6niici~ la riattÍr~leza ex~cta de todos ellos. 
' . ' .. ,.,._ ·- --' ., 

Hasta hac'e poco.tiempó,'el hecho'de que los fotorreceptores extrarretinianos participaran en 

la sincroniza~ióri 
0

de1'· l11~rc~paso a los ciclos de luz-obscuridad, como lo hacen en 

Drosop/lilá, no era completamente aceptado. y se atribula esta función exclusivamente a la 

vía retini~ria,> si~ embargo, ahora se dispone ' de evidencias que apoyan la función 

fotorreceptora de los criptocromos en los mamíferos. 

A pesar de que el espectro de acción de los mamíferos coincide con el espectro de aquellos 

fotopigmentos basados en opsinas (510 nm) y no con el de los criptocromos (350-450 nm) 

. (Sanear, 2000), en los ratones con dege~eración retiniana, es decir, con una degeneración 

en los conos y bastones causada por la mutación rdlrd, se produce la pérdida de la visión 

pero se mantiene su capacidad de sincronizarse a ciclos de L:O 12:12, de responder a la 

aplicación de pulsos de luz (Foster, 1991 en van der Horst et al.,1999) y de presentar 
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respuestas. circadianas n,ormalescon ·un desplazamiento de fase dentro. de lin ·espectro de 

acción de 480 nm, .huy'ce~c~no al de los cri~;ocioinds cThresher et al;; 1998). Lo anterior 

hace suponer que el sisieínll de' fotorreéepcióil\cie l()s:mamíferos. es ~n sisÍ~ma dual que 

podría involucrar' a 'fos criptocromcis y a·~li~ ~í~ indeperidiente el~ algún•. fotopigmento 

ba5ado en'~psinas (Tiü'.e~her, .et ~í., t ;9~; De~(¡'~·;J:'K~~.· 1999; Sanear, 2000 y Hall, 2000) 

o en t~trapirroles cfh~e~lier et a(l 99~):· ª ~~l~.í{~psi~~. '.~;; 'r~topigmento qué se expresa 

en las' células ganglionares·. de la'retin~; ha ~¡'éío ·P,ropu~sta como probable fotorreceptor. 

circadiano, responsable .de llevar.la·~~-~~·¡: 1~~¡~~~~·~1,'f;¡SQ vr'a ·.trai:t~. r~tiriohipotalámico 
(MorseySassone-C~rsí;2002): · ... ;,·;c .• · :> . ,• ' 

La luz en los sistemas circ~diands q·~e~s'·ab~Clr~idapÓr los criptocromos .de las células 

ganglionares y de' la capa: intein~:·~'~i;l~¡r:.~l~ii~>;etl~a e~ en~iad~' a través del tracto 

reti~ohipotalámico hacia el ~SQ:·cs.iri·~~~r;{)OO)~'.i,Í.a ·l.uz captada por tas opsinas de los 

conos y bastones localizad()~<~~Ji'r~ti~~·:e~~:~ci'/{il'i~~~és de la vla visual) es transducida 

por e1 nervio óptiéo haci;'1os
0

~~~;~~Ni~~~¡~~ <lela. corteza cerebral csancar, 2000). 

Se cree que la habiÚ~ad~del ~~loj d~,~~~~1~1. í~ f~se c~mo respuesta a la luz puede deberse 

a la liberaéiÓn _de'gI~iiuÜri~o.'c!e la~l~~l~la~'ganglionares a los receptores en las neuronas del 

NSQ, o'bien; '.~ t~ de~~d~¿¡¿~(¡~ a:M'AL; '~~· f~nna análoga al TIM de Drosopliila (Morse 

· y Sassone~Cor~('2002j," Ó ~mbM. Por lo tallto, el proceso de transducción luminosa por el 
•" • • - • ·~ -•" o• - - O,', • • ,•" ' • ··~ '.' • • • • " 

· · mC.R Y de man11fero~ no,ocurre por ta recepción neuronal directa del criptocromo, como en 

las Ínosc~s, sin~ probablemé~t~ ia 'señal ~na vez captada és transportada en forma de una 

· sena¡ ~x~naJ '(H~ll,, ÍoÓo): Ena~imales pequeños 'y. p~cialmente transpa~entes como las. 

moscas, la luz puecle penet~ar fü~ll~ente en eicuerpo y sincronizara Ios reloj~s periféricos, 

,, sin embargo en. ani~ales, de ~.~yor t~Úa''c?~?\1os 11la~_ífe~~s. -~e requiere de Ün ;control 

neurohom1onalde las ~sciiació'rié~.de l~~Ó~~~i)5··i~t~Ínos (AÍi~cla~t ;1.;_20ÜÍ).·· . 

:~:v;.~ :::}~;~{@~~;~i~1!f d-"~;:::::, •:;;~~:::::;:' ,'. 
··e,ncuentran ~1i~dfao~:d~ Í~~~6sJéri~'(drimnet a;., 1999). Ambos criptocromos ,se expresan 

diforené:iaíiri~fii~-(S~iir:°"i~ori):~i'.ARNm de mcryl es abundante en el NSQ, donde oscila 

cir~~dia~~n{eríte/cii~llti-~ que ~i dem~ry2 es abundante en la capa interna nuclear de la 

retina y no"~scita'{ori.ffin"e\·~l., 1999). Se sabe que la transcripción de mcryl no está 
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regulada por la luz (Miyamoto y Sanear, 1999) y se sugiere que la ritmicidad circadiana en 

la transcripción de su ARNm es controlada por el factor de transcripción CLKIBMALI a 

través de una caja E (Lucas y Foster, 1999 y Kume et al., 1999) (Figura 6). Debido a la 

arritmicidad que muestra el ARNm de mcry2, la ritmicidad que se observa en su prote!na 

debe ser causada por procesos post-transcripcionales (Lucas y Foster, 1999). 

Los criptocromos mCRYI y mCRY2 modulan de manera antagonista el periodo del reloj 

circadiano (van der Horst et al., 1999). El mutante de mcry/ sufre un acortamiento de una 

hora en el periodo del ritmo locomotor en 0:0, presenta fallas en la inducción por la luz de 

peri y en 'condiciones L:O 12:12 mantiene los niveles de mperl cercanos a los de su 

·. máxima expresión (van der Horst et al., 1999). La mutación de mcry2 por el contrario, 

prevo~~ Ú~ 'al~~~amierito de una hora en el periodo conductual en 0:0, incrementa la 

· s~ÜsibiÚd~J·~;i·'~1 ~espl¡¡zamiento de la fase del ritmo y provoca un efecto similar a nicryl 

sobr~·mp;;:~ ti~ c~ndiciónes L:o 12:12 (Thresher et al., 1998). En 0:0 los mutante~ de' 

. 11l~ry2 llo '~ies~n'tiJ.i ~Iteraciones· en el peÍibdo de expresión de mper J y mcryl. (nu:esher ~t 
. · al., '1998). El ci~'l.>i~\n~t~nte s~fre ~lte;a6i~nes ~n 1~ inducción d~ mperl por la luz, y bajo 

".,,,·,, _·:,, ' ,.,,-. t·' ·- ·,· ::-::, _·_:.,-, ·•' .. '. ,- - '. . . \ . 

. . •.·· condicÍories O:Ocarece' d,e rit~icidad "inotécular y conductual, reflejand~ ul1 colapso en el 

• r~1oj ino1ecu1á! <va11 ·ae~;8ci~t.~t'~{; 199~). No existe un cict~ de·· n1per1 ·~ mper2 bajo 

estas co~diciones' (v~ d~r H6!st;~t ~1/1999), sin e~bargo ~i existe una sincronización a la 

luz que indica un emnascaramienfo'dé' ia defiéiencla ~e lo.s cÍiptoi:romos por la luz (van der 

Horst et al., 1999): ~at~nes'p()riacio;és de ~na sol.a ho~ia'd~'mc;;,1 o de mcry2, mantienen 

una ritmicidad bajo O:Ó, 1b q~e r~~~Úa Ía import;m~¡~ de l~s ~riptoc~omos para mantener la 

. longitud del• pe;iocto'y}¡¡ rilrrii~i~acl,~ir~adiana endoS'~~~lfer~s~(van der Horst et al., 

1999) .. Si lo.s. cripÍ~~roni,~s ac;uá;~ exclu~ivan;~nte CO~l() 'roío~eceptores, no deberíamos 

• esperar que .. afc~t.a~~n 'a la''iiíml~i·~.ªd ~h (:):o cThréb~hei et al., 1998) .. Las mutaciones en 

ambos• criptoc;o11:1b~¡~Ü~~tran· 'que ITlcRYl 'J mCRY2 .·tienen funciones parcialmente 

redundante~.· pero ta~bié~ ~~~~¡¡¡¡~~ntec~:Uplemeniarias. 
'''· - . ,•'. •,,.- ,,... ., "-·- ,., - .. - ' 

·. Ambos cript~crómos se. ~sacian con mPERI, mPER2 y mPER3, transportándolos o 

reteniéndol~~ e~'el:~ócieo CL~c~ y Foster, 1999 y Sanear, 2000) en donde inhiben la 

función del ~o~~lej6°ci.0BM:Ai.1 (Figura 6). La translocación de mPER3 requiere de un 

trímero para llevarse a cabo (Kume et al., 1999). La asociación de los criptocromos con 

TIM es posible, especialmente para mCRY2 (Lucas y Foster, 1999 y Sanear, 2000) y al 
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·. , ··... · .. · .·· . e·· .. ··•· · .. 
unirse con mPER, facilitan su translocación a.l. núcleo{van d~~Ho~sl.cÍ al.~I999;Kmne, el 

al., 1999 y Sanear, 2000) donde actúan en el ~a de retr~ali.;;erit~cióri' ne~~ti~tÍ del reloJ 

molecular. Sin embargo, tanto mCRYl como mCRYI pór;si\rni~¡;~s 's<lñ 'potentes 

inhibidores del dímero CLK/BMALI (Kume et al., 1999) ~~e~ n1tR.vi\~~{Ó~s~~~~;la caja 
) . '"• .·,_. ,.,;, ,,,,, . ' 

E de BMALI, o directamente con la proteína, mientras que mCRY2 s~'aso~ih.con CLOCK 
(Griflin el at.,.1999) (Figura 6). . ,; ..• , .. ;: .. ···· . 

De forma aisladá o como parte de un cornplejo multiprotéico ~;;·n ,'l'r.M::/ ÍnPER, los 

cripta'cromos bloquean la transcripción de mperl de forma ind~p.~ridlent~·á l~ Íiiz, al inhibir 

el complejo C~K/BMALI (Griflin et al., 1999). Sin embargo, es ÍriíeiestÍnte saber que a 

diforencia~del.CRY de:D;o~op/1ila, a la actividad inhibitoria de ~CRYI no le resulta 

·. esen.~i~l lttr~~sf~rém.ii~ lntram~lecular de electrones a través dé l~ flavina (Fray et al., 

. 2002):' E{pi,sfbi~' ~úe 1 
l;;s criptocromos regulen la acción represora de los otros inhibidores, 

, .. ·,' ' . > .. , ,~·. ,•, ' . - . . - . ·, ' 

ya que existe.~i~.rto"tÍ~iagónismduncional eón TIM (Griflin etal., 1999) y además se ha 

d~mcístraa<'>· ~~~ e~Í~t~.i~~0~1eJ~s ;nPERJmCRY con diferentes potenciales de activación 

transcripéióna{pties rr!CRYI e'~ un repr~sor más fuerte que mCRY2, y mPER2 es un 

represor más f~erte que mPERI (Oster et al., 2002). Como alternativa, Aliada y cols. 

(2001) proponen que es mPER el que regula la actividad represora de los criptocromos. 

i 

Figura 6. Los criptocromos de manúferos son componentes integrales del reloj 
•dúnulo molecular en ratones y se sugiere que también tienen una función foto1Teceptora. 
huniuoso mCR Y l y mCR Y2 se asocian a mPER y funcionan como inhibidorcs de la 

aclividad transcripcional del dímero CLKIBMAL l. Por si mismos, los 
criptocromos son potentes represores transcripcionales, mCRYI actúa sobre CLK 
y mCRY2 sobre BMALI. (modificado de Kumc, 1999; Hall, 2000) 
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Estas investigaciones nos conducen a la conclusión de que ambos criptocromos tienen una 

función fotorreceptora antagonfstica para el ajuste del reloj por la luz, y ambos son también 

componentes integrales del reloj central que interactúan con los componentes principales 

del asa negativa de retroalimentación del marcapasos (Griffin et al., 1999 y Kume 'et al., 

J 999) en el cerebro (Krishnan et al., 2001) (Figura 6) .. méry1/ podrla ser I~ os~ÚaciÓn 
circadiana dominante del marcapasos de n:iamiferos (Kume et al., l 999). ~ientras que 

mcry2, ~ctuarla principalmente como una molécula fotorreceptora, que al igual que las 

fotoliasas, posee una función en la obscuridad y puede participar como parte del 

marcapasós (Griffin et al., 1999). 

J.5 El acocil como modelo para el estudio de los ritmos circadianos 

Los acociles son crustáceos decápodos de agua dulce y son los invertebrados 

dulceacuícolas móviles más grandes que se conocen (Holdich, 2002). Algunos acociles 

como Procambarus clarkii son organismos fisiológica y conductualmente muy adaptables. 

Se consideran especies clave del sitio en que habitan y tienen un . impacto biológico 

importante debido a sus actividades tróficas, ya que son omnívoros pero principalmente 
" ,. ~. :·:·., .. , 

depredadores (Holdich, 2002). , 

Los acociles han atraído el interés de anatomistas;; fisiólo&lif, )':ahora de los biólogos 

molec~lares (H~ldich, • ~002) .. ~s'.?~;;;~~1~~~{,~~.·~~fa~n.~~~~~\.~}t~~·,~ujetos pa~a estudios 
etológicos. Debido a que los acoc1les.han:s1do,',ObJeto de.estudio de los electrofis1ólogos, se 

- · - · ··: ·. ':. :··_; :.<: ·,:'-;._:;;~:?.,;_ ::-'.:tf'.;,,:i;~~.t~~: .. ;.~_¡_:.y~·,~,~r~:i i;:/\/~-\ :'.\·';'~_;.'0:.:·.: ·;c.· -
dispone de una gran c~ntidad de)nformación~sobré' su a~tividad nerviosa y sobre técnicas 

de est,udio 'de .~~::trif ~~r;;-~~-t:~i~.'.r{~~f1i~~~·.~¡¡~·¿a~erardi, 2002). 

Las dif~réht~s' ~s~6'~ies'de,acoc1 es. de ai~~;~¿¡~e ~on en su mayoría nocturnas y presentan 
· : . ::.· · .. _,-.:¡,-_~.:;-.:.'.·Y~-- .-'-J<~·~,;·.~s_'r::,:,'.'.-'..~:~;_,'<~'.':(,;~~'.~::;:_;:'. ·, __ .::::f.··:<·.·.. ' 

una gran variedad 'd~ ntmo~ circadiános 'controlados por funciones periódicas del sistema 

nervios~ U~ gi~nWó:i:i~'r6:~~[~~tÜdlo~ se han centrado en la ritmicidad circadiana en la 

actividad d~l íi~~cii,¡.;~~rü~~~~~g~i; ~~ los ritmos de actividad locomotora y de sensibilidad 

retiniana, inclJy~~d~·:¡~~ ~;·m~~- en el electroretinograma y en las migraciones de los 

pigm~ntos réti~ales:(Fiiitjul~Moles y Prieto-Sagredo, 2003). Estos estudios confirman la 
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existencia de varios marcap~sos circadianos CÍi~trib~idos á' I~· largo del sistema nervioso en 

los acociles adultos (Page, 2001)/un· ~j~;;,p1o' de/ello es el ritmo circadiano de la 

sensibilidad retiniana que es .cc>n1r~.1~ci~'.~rirTu~·~ªrde r~torreceptores retinianos y tres 

pares de osciladores: las 'c:éiu'la~· retiriui~fes d~ Íos ojos, el sistema neurosecretor de los 

lóbulos ópticos y un °Jm de ;:~o~ibÍ~~'·;;,a;c~~~~C>s cerebrales. Una gran cantidad de 
' . . - '''" ~ . '•. . . - ' - ".. . . 

experimentos sugieren qu~ é(s~? yel ~istenía neuroendocrino controlan la generación y la 

coordinación de ;;,·J~h;;(cii··')?~ rlt~~~ ~~ñd~ctuales y fisiológicos en el acocil (Fanjul~ 
Moles yPrieto-Sagréilc:l,·2oo3).' •~? <:·· ·. . . .. 

<- 0". ,!_:-._~ ,: . . >"1f>"' -~:~\;',y~.,,···:::~.-·<"> •;t" ·, _,. « :. . ; ·- :: ·<·-'. < 
Muchas delas invesÜgaciones sobre ritmos biológicos se han enfocado a la especie de 

acocil Prdca~1b~,:,,};'c1di/cif ~·~~t~;i,~~~~ls;;,Ó puede encontrarse en todo tipo d~ c~éij,;fr de· . 
.. ;·_'.' ~-'º·-'. :·.,,;-,:..·;:/_,_~'- \c.{.<::··_;}:'r.i:';,· .. }'}·~;·:J'.,:.~:r .)_"•'' - . -~ : <.·, <>>-:··.:~'.-. . 

·agua, habita en'charcas·fangosas,'praderas húmedas, campos de arroz, en lagos y en los 

.... ~::i..~~¡~~~~j}f J;::~~'.:~:::;:: ::.::i~f.: .. 
· adaptación.' S~;·~ist.~b~y¿; ;g;;e· 1-~s 28º y los 59º de latitud norte. Su distribudón n~;Íva 
~barca el n~rest~deK1'é~i~bfe'is~r~centro de los Estados Unidos (Huner, 1988). 

---·~ --- -:: ~:;_ 

\~··.--.: .. :-:·/·.: .- .7:r:~·.·" ; ;; .' ·: .. · .. ~. ~: :~:· · · 
· 3.5'. 1 Riimos biolÓgicici'~'én~i ~ccÍ~il 

". .::.:.:,:-.' ;'>.- ··~·:·:: 

O ... ,-~'.> :•' ~'-~?~~ :.~;,_.'.,;,:'... ~-,:,_~,.;_ :· ,- ~·TO 

·. P. clar~ii es.~n orga~is.mo en el .ciue•sehan•demostrado ritmoscircadianos y estacionales 

que le ,pe·n~iten ~da~t~r~e"'a ia's 'éan1bi~s diarios y estacio?arlos de la luz. Los ritmos más 

.. esiucÍiad~s en~orit~~d~~·~~1')/arkii son eÍ rltmo\ieactividacl loccÍmoÍora (Fanjul-Moles et 

. al.: '1996; FrutJ~l~tvtcid~. t998};ei' d~l ~cÍ,nsúÍn~ d~ cÍ~0l~enÜCFi~german, 1955; Fanjul-Moles 

. ~t ,al., 1998) y lo~ é~mblos ~n l~'sensibilid~d}~ii~fanit(F~njul-Moles et al. 1987, 1992; 
··. ,. -. ·.¡.-. ._ ,,· /. ·'.: .-".- - >- ".· :~' .-'« .. ·' ~{: : r:~ / . .' :' :' :'- -·· .. ~·. '. ;.:,}.«,:~., &-;':,, .. ~-~-~:, -.~:; ~:-., :·-" .- , . . . . 

Fan1ul-Moles y Fuentes-Pardo,·1988, Fanj11I-~oles yPrieto~Sagredo, 2003) . 

. . . La luz ¡ien~ Ún efecio sobre las ~stru~t~;~s;,~e~i~l~sy eridocrinas responsables del control 

·.del• com~cirt~i~nto y d~ las rurici~;e~ ~~iabÓli~as (Fanjul~Moles et. al., 1998). La 

acti"idád de losacociles~stá regÚÍada po~ la presenci~ o ausencia de luz. La muda y la 

·.·reproducción parecen estar fotoperlódicamente reguladas (Fanjul et al.,1998). Los ritmos 

. circadianos pueden ser sincronizados por ciclos de luz a través de fotorreceptores 

circadianos retinianos o extraretinianos (Fanjul-Moles, 1998; Prieto-Sagredo y Fanjul-
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Molés, 2001; Page; 2001; Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo, 2003). En 1975, Page y Larimer 

demostrar~n que l~ritn'1icld~d ~n ta' ~ctividad locomoto;a permanece tras la ablación de los 

pedúnculos ocul;~e~, ~~g¡';iendo que eÍ_ ganglio supraesofágico era el origen de dicha 

activldad, La e~ide1iciá sUgieré qué ~l fotorreceptor principal para la sincronización de los 

ritinos en e,l ac~cil se localiza ~ri el cereb~~. pero para que exista una ritmicidad normal se 

requi~re tant~ de los lóbulos ópticos, como de los lóbulos cerebrales (ganglio 

supraesofágicó), ya que la· lesión d/atg~na de éstas estructuras afecta a la ritmicidad, 

aunque no la suprime. Las_' investlga~iories in'dican que ambas estructuras contienen 

osciladores circadianos, pero se d~sé'ci'llii~e ·Ja'forma en que se integran las salidas del reloj 

(Page y Larimer, 1975; Page/2oofr 

,.,,_ .. 
Page y Larimer (1975) 'demostraroll •que,·los fotorreceptores que parttc1pan en la 

. .. -_. . •: ·. "·· .. <: :.<> __ ,, ... ··~·-·~-_,·f~-.-~-;1\:.:~.'-/: ._,_'. ;.-:_ ·-: '". - ":·· -
sincronización del ritmodel·ER? enP.clqrkiino se lo~alizan en la retina o en el ganglio 

caudal, sino ~ue ést~·+ cÍ~~;¡ci;,rcii~~~e~ept~res>~xtraretinianos y extracaudales que se 

localizan en.él ga~glio·s~W~~5g¡¿i¡~~.-(~~ge·~~rner,J975; Page, 1982). Estos autores 

···.rir~~:~t;;¡i~~t~f ~~\~~l~t~~,;:.,;:.:~;:::.::.:: .:-:: 
, -· acociles adultos (Page~ 2901, revisi~n'en Fanjul"M~les y Prieto-Sagredo, 2003). Por otro 

;f;r~:~t·~~::::!;':1:tª~~~'.~'::;::::: ::"':::::::.: 
roio~eriódi6as y ci~cadian~s d~i á¿b~i;_,~~j~l~~~iis; ~t á1., 2001).. . 

, Los a~ociles son animal~s_n~ét~ri1~~ yse ha visto que su nivel de respuesta a la luz varia a 

. lo largo de tris 24 h, ~~ri ~;, ~h1b~~l má~ b~jo dura~te la noche que durante el día (Aréchiga 

et. al., 1993). Lo~ aC6cil~~ riiU~s~ cambios circadianos en la posición de los pigmentos 
, ' -' '· , ~· ·,, .. r'.i- .- ~'' ' 

accesorios'dé __ la i:etiná.(Fingem1an y Lowe, 1957 en Durán, 2002) y en la actividad eléctrica 

de los fotorrecepÍores visuales y extraretinianos (Fanjul-Moles et. al., 1987; Prieto-Sagredo 

y Fanjul-Mol.es::~t. al., 2001). La luz es un factor dominante en el proceso de muda y en la 

maduráción~~()~adal en estos organismos (Castañón-Cervantes et. al., 1995 y Fanjul-Moles 

et. aL, 2001). 
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Estudios realizados por Fanjul-Moles y Fu~ntes-Pardo -en t 98s mostrar~;! ~ue ~xisten 
variaciones significativas en la detección de la luz monocrÓITÍátiC::~ ~ lo largo del desarrollo 

del aéocil. Durante la ontogenia de P. clarkii la sensibiliéláa'i 1i''1u~ de Ío~gitt<les de o~da 
·corta (azul y UV) es la primera en aparecer, desarrollándo~~ ~~ri r~~Íd~z·d~~ánte las 

primeras semanas de desarrollo. Conforme el acocil se des~rrolla; ap,are~C:: la ¿~n~Íbilidad a 

longitudes de onda más largas (verde y roja), la cual· predo.riina; :~¡,; -éimbargo la 

sensibilidad a la luz azul prevalece. Estos autores sugieren que ,_el ~istema -ci~cádiano 'de' 
'.- ··"' '· . "' -

fotorrecepción de onda corta involucra la regulación neural, mierÍtra5 que ~í de ond_a larga 
. - . . . . . ' . . 

-involucra al sistema endocrino, en especial a la glándula sinusal (Fanjul-Moles y Fuentes~ 

:;r::~::i::);uminoso del ritmo electroretinográfico (ERG) del acocil c~bi~ de manera 

siriiita~durante el desarrollo, variando su sensibilidad a la luz (Fanjul-Moles'~tal~, 19!.ÍÍ). 
'· - ·.· .' . .-· :.-J'·.'.-_ ... ,".< .,"·, 

Estos trabajos sugieren la existencia de dos receptores circadianos; uno· énéárgadóde la 

,detección de luz de onda corta, y otro de la detección de luz de onda l~rga.' >:.'_ 
- . 

En 1996, Bemal-Moreno y col s. construyeron una curva de sensibilidad del _sistema 

circadianó a la luz azul donde se mostraban avances de fase duranfe el ~t~~decer y .la noche 

· subjetiva temprana y retrasos de fase alrededor de la noche tai'dia y ~:l"~á~ecer. Esta curva 

de respuesta a la luz azul, junto con el espectro de a~ciónde,la fotosincronización del ritmo 

del ERG llevan a proponer a los criptocromos como_ uncí- dtÍo~-grupós de fotorreceptores 

involucrados en la sincronización de los ritmos circadianos en P .c/arkii. 

4. Planteamiento del problema 

Las investigaciones sobre los ritmos locomotores y del ERG del acocil P.clarkii han 

demostrado que existen dos grupos de fotorreceptores involucrados en la sincronización del 

reloj biológico en esta especie (Fanjul-Moles et al.,1992, Miranda-Anaya y M. L. Fanjul­

Moles, 1997; Bemal-Moreno et al., 1996). El espectro de acción de la fotosincronización 

del ritmo ERG muestra que uno de los picos se encuentra en los 430 nm (Fanjul-Moles et 

al., 1992), que corresponde con el espectro de acción -del' criptocromo (350-450 nm) 

(Sanear 2000). Lo anterior plantea la posibilidad de que uno de los fotorreceptores 

involucrados en la sincronización de los ritmos en P. c/arkii sea un integrante de la familia 
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de los criptocrornos, al igual que en Drosophi/a (Emery et al., 1998). Por ot~a parte, no se 

puede descartar que la familia de CRY en los acociles juegue un papel 'dife~ente al de la 

fotorrecepción circadiana, corno sucede en los rnamlferos. En Jos ratones' ~e"imcon'trÓ que 
'· ', ' 

los dos criptocromos que existen, no solo juegan un papel corno fotorreceptores,'sinoque 

parecen ser parte integral del mecanismo del reloj molecular (van der Hor~t'et.~t.,\999)>Si 
en P. c/arkii el criptocromo es un elemento del reloj, una de sus carabterlsti~Ü''debe serla 

presencia de un comportamiento oscilatorio en condiciones de obscurldiid :c~~~í'~ni~:·:' 
.·· ._ '.~ :· •" ~. ·'' '_ ,, ):é,'-\·-

' _, ·. ~~L g;~{:·.:\:. ·.... . . 
s. Objetivos . . , >.:•-•:{ .• .•. •:n';•ii ·•:'' :· . _ . 

1) investigar la presencia del criptocromo (CRY) en',las estructuras marcapaso del 
• -· "',•- "'"J '• '• ' 

acocil. , L '. )',;: ;::;{~, ~\•~ (.\?:'.• /' "•' 
2) estudiar Ja ritmicidád de Ja prótelria Cifr]: '·:~~ v,, _: . 

.. . ' -,<~?;:~~:¡:~.);>:::.~~;_~~ -~;-;~-~-. ~ ·.-
"' -t--· '<~:-~r-- -,,,, ·:;r.~« 

6. Hl.pótes1·s .. · ._,, · .. ;,·-· .i,,,, .. .. ,, · .. ';.·_,·.•,·.·., ., :•····' •.~;,·-.1 ... •· 
'-'·':e . ·:.~'.':' _;.,:.:'>~ ;~:;::~ . 

~·:.:ir~~~~1T~iiiJI~§~~~~i~i~i~~~~~~~:~:: 
como generadoras y/o~smcromzadoras de los ntmos.:c1rcad1anos,'los pedunculos_oculares y 

·.,, · ,;.,,~ •.D .~;~·~~!!~'!'·~t:·;:'';~';¿·1~4¡~;~·~ti .. Ji ~: · ; . ·:. ·•· 
Si el criptocromci ~s ~.n elemento d~I m7canisnio del r~lojbiólógico d~I iicocil, y no sólo 

.• fünbiona '<:~~~~'.'fot~J~~~~¡~~·· ·~ir~¡;dl~n~. ··••i~·--·~.r6;~Í,~a~.'~~b:r~ ~·P~~s~~tar -.• ,~~a.· oscilación 

espontánea u'na ~e~'que ha sido liberada en obs~Úrid~cÍ cón,stante.·. · 

7. Materiales y métodos 

7.1 Aúimales 

Se emplearon 36 acociles machos adultos de Ja especie Procambarus clarkii provenientes 

de la localidad de Delicias, Chihuahua (27º 24' de latitud norte). Se establecieron dos lotes 

de 18 animales. Ambos lotes se aclimataron a condiciones de laboratorio en acuarios con 
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. -. - --- ; ---- ·--,_-__ :,· .. _--·, . . 

tcmpcraturn constante de 20-22° e y filtro biológico y s'e alimentar~n:~oi1 verd.uras coddas. 

(zanahoria, chayoté y calabaza) una vez al dla, sin ' li~rarlo; fljo} t6~; aril~ales ··se • 
· .. -· -· ·~';..; ';...::-:':.»'.:-):;·:-:'.~;.:-~-'.-~- ·L?:~t;. .. :.'._~-~ <.<» .. :, · 

sincronizaron a ciclos L:O 12:12 durante 2 meses Párá fácililar·la'toriia:de''níuesfras a lo, 

largo de las 24 horas del día en condiciones experimJh;aH~~~t:~~1~~~J~[t:'.[~~--~~0~lj<lo/ 
un fotoperiodo normal (encendido de la luz a las 7:00 h.) y el segundo lote se colocó .. baJo 

:,::~:::~~~::::::::~:=~~:itj~~~Ji~~~~~l~lt.J~ .~ 
dla del sacrifici~ .. •·· . .;> ') ... 

··,::·.: 

7.2 Sacrificióy toií1'd 2.~íu1~.itrasi. · ··· 
;_r., = ·"; .... : '.>::., ::·~:~~·;·-~_::_;t_.:~_:.,-_~r: .~;':·--- , ... ,_ .... :'.·: ·¡_;.; 

/.:::.f;_, 

El día 1y3 cÍe'obs~'llrida~'ci4'i~7:fi{ora5: d~spués dela modificación del fotoperiodo) se 

sacrificaro6 tf.~~--~~~fa[,~t~€~ld~~~ ~.%1i'~e;'"1~~s~~eo:~~;~°c· · 7:_~º'.·Xl :~O, 15:00, 19:00, y 

23:00. l1orás): ise disectaron -tos cer~bros: ~·los' pedúiic~Jos. oculares' b~jo el microscopio 

.. :z::Zfü~~.i~~t?í~~?it~§r~~;Jf '~~.::~.~::~ 
1.2 mL. Las mu~~t~~~ s~\;íJiicé~~;~Ü~~:Ü~u'1ira~b;.;~~Í~~~;:~_:7(¡ ºC,(REVCO ULT390-3-

A31) para su a~á1i~¡~·~~s~i~'¡.io'r.<. :.' : .~" ·,,;:: · <·':>. ··' ' 
' •' /i :· :·-,·~:-~. ~·;:'.· -, .,-_~e• -

7.3 Deter111i11acfó11 de1di:ó1ic~ii//~~i61; d~ p~or~í1ias (Métodó de Bradford) 
/:· .. ;Y·:··, 

7.3.1 C11rva ~stá11dJ/ 

Se construyó ~~a '.~\!~~' esi~~dar •' uÍiHzando ~~~ún1~na de suer? _bovino (BSA). Se 

disolvi~r(m 5mg: de ~SAen JO n1L deagÚa desio~izád~ y se_ midió su absorbancia a 280 

nm {A;so): La ~~tuéi~n ·s~ ~justó eón ~gua d~sio~i~acÍa y/o BSA has;á que Aiso = 0.33. A 

partir dé la' s~lució~ estancÍ~íizada. d~ 'ssA:· (0.5 mgtmL)' se realizaron las siguientes 

Ctil~ciones e~ túb~s Eppendorf: 

37 



Tubo 

2 

3 

4 

s 
6 

BSA (µL) 

o.o 
7.S 

IS.O 

22.S 

30.0;: 

NaCI 0.15M (µL) 

ISO.O. 

142.S 

13S.O 

'127.S 

120.0' 

'. 112.S 

· los.o•• 
97.S' 

7S.O. 

Se añadieron l.S mL: de coloraníe dé Bradfoi-d (Bio Rad) a cada uno de los tubos. Tras 

agitar en uri vortex· M~i~~ix i (Themioline) se detenninó la absorbancia a S9S nm. de cada 

uno dé los t~b(í; e~ :u~~ cubeta de cuarzo de 4 mL de capacidad con un espectrofotómetro 
'· .. ': _, _;· .... -';,'-.-.' ;<,. -·- .. ·: 

Ultrospecl2000 (Ainersham Phannacia Biotech). Se graficó la cantidad de BSA de cada 

tubo•(;). éd~tr¡ ~u absorbancia (y) y se realizó una regresión lineal en EXCEL 2000 (vs. 

9.028Í2). L~ ~cuación de la recta obtenida fue despejada para x. 

·. 7.3.2 Deteiwi11ació11 de proteínas 

Se colÓ~aró.n '7.s µL de cadauna de las muestras de cerebro y ojos en tubos Eppendorf. A 

cada uno se le ~;ladieron 142 ... S µL de NaCI O. J SM y J.S mL. de colorante de Bradford (Bio 
·; .. ·. . -- ,. 

Rad). Se midió la ábsÓrbancia de todos los tubos y los valores se introdujeron a Ja ecuación 

despejadade ·l~··~uri;i é~tándar para calcular la cantidad de proteínas totales presentes en 

~ada mues;ra. 
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7.4 Elecroforesi;y We~iem Blot. 

En cada carril; se:· c~focó el équivalente a 40 µg de proteínas totales .del tejido 

homogencii~~d~ pi;~ª 'c'adá muestra de eerel:Í~o y de oj~ de I~~ dos días de s;crlficio. En 

otrcis darrile~;'. se'. dargar~n '5 µL del péptido control (Alpha DÍ~gn~stid) como ¿ontrol 

positiv~; asíi~omo 5 µL del marcador de peso rt'.iol~~ulá~.: MultiMark, , M~ltÍ-Col~red 
Standard (In~itrógen). Las muestras se corrieron en un gel~~ poliacril,~ida-d6decil sulfaÍo 

de sodio (SDS-PAGE) empleando el módulo para ele~froforesis Mini-P~iean 11 (Bio Rad). 

· Se ~tiHzaron dos concentraciones de acrilamida ·para mejorar la definicióri de las biiodas, 

para el.gel superior una de 7.5%, y una para e) gel de separación de 10% (;,J3 ,fuLde 
acril,amida, 2.5 mL buffer pH. 8.8, 4.17 mL. de agua desionizada, 1 oo µL~ d~ sO's 1 oo/..; Ío 
µL. de TEMED, 100 µL. de persulfato de amonio 10%). El gel se corriÓ ~ 100,V;~u~~te.;O 

" .:·· ¡_·L:-:., •' 

min. y luego a 120 V durante aproximadamente 45 min., o hasta qúe labanCtade .. pi~ento 
azul se encontrara a 1 cm del borde inferior del gel. .· · .; •':/j';!ttf::1~:;, 
Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosá Hyb¡j~~ ECL(Amershain 

Pharmacia Biotech) cori a~dadel Mini Trnns-Blot (BÍo R.~~)Mf'ó'Q:Iv'~ur~te 45-60 

minutos. Después de sumergir la membrana en TBS (20 ~M:-tJ;!'.~ó'ií;ii1\.f";,aCI, pH 7.5) 
. . : --:- . ·.· '.··.-. -~~- ·;.,-,-:;.;_ .:/:·,~:-.--«)~;'.~~~:i~-~-'.:,~t{;'f,,_',:•f.T:;··.'·.~. :··· :·, ' 

se bloquearon los sitios de unión no específicos de la membraíiá'iricubáitdola con solución 
'c. -_', : . . . ' · ·.·. ., ,·._.--j'.·: ... ---~:>~:,_•:"!~.'.;_;io\;~~Í-ª\j;t:.ii-1~f-ff."¡;~.-.,'.~<;·" / ... 

bloqueadorade gel.ali.na 3% en TBS (Imm~n-Bl~tAssayKit'de'BioRad) por.! hora. Se 

retiró la solució.tÍ blo~ueado~~ y se reali~irondo; Íav~1:íá~1~~n'.fT8'~ Hso 'µL .Tween-20 en 

ioo mL. ~e 1'~ T~S) ~n p.eriodos de 5 .miiiÜt~sYPost~~ión';~ei~!~s'~'~fiactió la solución del 
• . . . . '- '• •, • .- • • ,. • ·. . ~ • - . .. - , (' "'' - • .•.' "I • :. • 

anticu'erpo primarib a~ti-CRY de Drosophila generado.· én •conejo {Alpha Diagnostic) en 

üná dlÍuciÓn ·l;IÍOO en·u~a ~olución de gelatin~ 1 % enTTBS(Immtin-Blot Assay Kit de Bio 
' .. - .. ' .. -- .. ,., . . ·- ' .- . ,. 

Rad) y .se. i~é~bó ioda la nciche a te~peratura ambiente. ,Al día siguiente cada membrana se ·-·<· : .. , - . '.. . ' -
lavó dos .veces'óón TTBS en periodos de 5 min y se le añadió el anticuerpo secundario, una 

·. a~~i~intnunogÍobullna d~ conejo en cabra acoplado a peroxidasa de rábano, en una dilución 
'.'. -·. ,. - _,' ·, ,- :~ ' 

. 1 !3000 (Bio Rad) en una solución de gelatina 1 % en TTBS (Immun-Blot Assay Kit de Bio 

Rad) por.2 horas. Una.vez que la membrana fue lavada dos veces con TTBS y una vez con 

· ·. TBS en periodos de ,5 inin., se reveló con diamino-bencidina (DAB) (1 O mg DAB, 20 mL 

PBS, 2 µL H202 al 30% ) durante 45 min; La reacción se detuvo con dos lavados de 5 min 

. de agua destilada y las membranas se dejaron secar prensadas en papel filtro. 
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Se realizaron 3 répeticiones de elec.troforésis y Western blot con la~ mismas muestras. 

7.5 Análisis 

. Cada una de. las men;branas fÜe digitalizada en blanco y'ne~ro utHizai1do un Scanner. Jet 

3400C (HewÍettPackard)'. El áréá .de las bandas de las. memb'ranns ·s~ 'midió en el programa 

. Sigma s~~n Pro (~. ~~º l, SPSS ·,ne'.) y ~u int~nsldad en GeneTo~ls;(~~ '3,Óo.22, S~optics). 
A partir de Jcis promc!dios de las 3 repeticiones de c~da ~o~a/dta ± ~1 e~or"~~táridar (EE} se 

···~~~~I~~~~TI~:"[~"~~~~~f ~~~1~~$~Sm· 
post hoc (LSD) en Statistica (v.5.t Sh1;Sofifuc.) con l~'.s dat~s d~l área·~;·1~tba~das.' El 
programa COSENA(Ana'A~eliaBe~edito Silva, vs. 3.1199¿)s~·¿¡j¡ii~'';~~~siÍmar el. 

ritmo circadiano. COSENA e~ple~ un• ~étodo de análisis de cCisir¡'~~~~i~~¡~·~s~rido un 
- . . .• ,, .• , . '"f· . -.. - - -- - ' ·. ~' 

periodo de prueba; el programa ajusta los datos a una onda cosinúsÓida]'y éalcula si la 
' ' - r - • -•,<¿'" ,• C.'. • 'O ~ -J •- "• -

amplitud del ritmo es distinta de cero, además de. que proporciiiria los·valores de 

estimadores como la acrofase, el mesar, la amplitud y,el p~rc~ÍltaJCl dCll rit~o (Durán, 

2002). 

8. Resultados 

8.1 Cerebro 

Las figuras 8 y 9 muestran las oscilaciones de la abundancia de CRY en el cerebro de Jos 

acociles sacrificados durante las primeras 24 h de obscuridad constante. Los datos fueron 

obtenidos utilizando dos métodos distintos: 1) medición de la intensidad de las bandas y 2) 

medición del área de las bandas.:· En lo~ cronogramas puede apreciarse que la mínima 

expresión de CRY se produce a .las 15:00 h, que corresponde a la segunda mitad del 

periodo de exposición a la luz bajo las ·condiciones previas de sincronización (L:O 12:12). 

A partir de las 15:00 h la expresión de CRY va incrementándose hasta alcanzar su pico 
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. . . ' . 

. · ' ····· · .. ' . . :;' . '. ' 

máximo 12 horas más tarde (3:00 h). dÜrante Ja noche tardía.· En Já lig~ra· 9 se ~etecitó un 

ligero incremento ~n Ja abundanci~de CR y alas ,11 :00, 4 h d~s~ués:del 'ni~~~~to en que 

ocurrfa el encendido de la l~z. en lo~ días previos (7:~0 h)!La'~ru~b~·¡,~~t/~;cLSD most~ó 
una diferencia sig~ificati~~ entre .l~s n°iveles m~xi'~ia'~ c3ioo i1)'~,,~l~imo~ ús:oo'. h) de 
CRY ( P<0.05). . . . . , ·.,· "' :< 1\';·:;•':'.:.=:'.'.:' ... :·.·.: · ·. 

El análisis de COSINOR ajustó signilicativame~i~'eirii~6·'~ri'{~~~~~i~~cia éle CRY en Jos 

cerebros del primer d!a de obscuridad constante a ~n :~~ri~~;; ctiW 11d~b'ª 1). 

dCRV 3:00 7:00 11:00 tS:OO 19:00 23:00 MM 
llil2. ~¡< ·~f,,i.':;:...;.,t ;;~;.,;.~~~~ ·':··. ' , ... .. :~··'' ·~~.,¡,;.t;·:+ 

Figura 7: Western Blot de los cerebros de los acociles sacrificados a 
lo largo del primer d(a de obscuridad constante. Las bandas muestran 
el criptocromo detectado utilizando anti-CRY de Drosop/1ila generado 
en conejo (Alphn Dingnostic). dCRYª control positivo, MM­
marcador de peso molecular, 

1.2 

j 1.0 

,; 
'8 •.. 
~ 
"' I!! o.e ¡ 
~ º" 

... f. 
;·,···;' 

1 ·2 3 .. s·e ·7 e'--·u-101112:13-u1s·1a·11·1a··1a202i222324 

• 60kDa 

.;/\'. ~·,.\;:'~~t:~~!J~f;~>Ó~·: ,'.~i' ·'' ' 
Figura 8: Cronograma de In expresión-de CRY;.eit Jos cerebros de los · 
acocilcs sacrificad~~ dur:án~e·,c1 ·PrirDér .. dlá :<t.~:·Ob~c~~d~d ·constante. 
Los puntos cOri-cspondcn ID m.édia ± EE. n ~3. · ~··· ·. · · ' · 

._.., ~. ;_.,· .. · \ 
... :;,·.:;;'. 
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Flg.Úra 9:· Cro'.;()grarTia de la expresión de CRY en los cerebros de los 
acociles sacriílcados durante el primer dia de obscuridad c~nstaD~c. 
Los· puntos corresponden a la media ± EE. n =3. LoS asteriScos 
muestran ·diferencias significativas en la prueba ·post hOc LSD, ' 

. IP<O.OJ). 

Tabla 1: resultados de COSINOR para las muestras de cerebro y pedúnculos oculares disectados durante el· 

primer ( 1 0:0) y el tercer dla (3 0:0) de obscuridad constante. 

l\tuestra Periodo (h) Mesor Amplitud Acrofase PR p 

Cerebro 10:0 25:00 0.91±0.06 0.34±0.07 21.02±0.30 87.76 o.ooo• 
Cerebro 30:0 20:30 0.82±0.03 0.18±0.04 18.44±0.42 66.56 0.001• 

12:00 0.82±0.02 0.17±0.03 10.02±0.27 44.66 0.001• 

Ojo 10:0 21:30 0.91±0.02 0.16±0.04 20.19±0.41 68.71 0.006• 

12:00 0.89±0.02 0.15±0.03 1.01±0.22 74.30 0.002• 

Ojo30:0 25:30 0.78±0.06 0.17±0.08 18.01±1.53 51.45 0.074 

• los datos son significativos 

periodo: duración de un ciclo completo de la oscilación; intervalo entre dos puntos de referencia idénticos en 

la onda. 

mesar: valor alrededor del cual oscilan los datos. 

amplitud: es igual a la mitad de la diferencia entre los valores máximos y núnirnos de la oscilación. 

'acrofase: tiempo en el que se alcanza la cresta de la funció·n de la curva con el mejor ajuste. 

, PR= porcentaje del ritmo = porcentaje de los datos incluidos en el limite de confianza del 95% de la función 

coseno con mejor ajuste. 
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En los c~on~~rnmas'cle lás fi~~i-as 11 y 12 se o6servá la abUridarícia relati~a de CRY en Jos 
' ·'· .. · •' . , .... 'i -· ' . 

cerebros.de los:acociles.'sacrllicados durante el tercer día de obscúridad constante. La 

.·abundancia .en .• ~ infu;~~J .. ~~cMidici'a CR y tie~e sus ni~elcs máxÍ~os a las Í9:Cl0 (Fig: 11) 

y a 1as 23:0()' í1 (ri~T~>'.'t~r~·¡t~f~td~ 6R~disminuyen ~n do~ ,ocasiones, ~ie~do mínimos 

a las a Jasf:ho\'')t'~'(¡¡¿íS;'rir)'~(Fig:l\'y{2)~ Mientras que· un ~ivel mínimo de CRY se 

~antief~\ ~n¡,if ~~ci'b,'.~zig~~~~~~:."{ 1{seg~~~a ~it~d del d!a; bajo las condiciones previas 

:··de sincroniz~cióri;el nu_evo valle (7:00 h) coincide con el. momento en que se esperaría el 

, en~~ndidb; é!~~.1~: rul(E{~~it;;~ri~.iiie'~to de la abundancia de · CRY muestra un ritmo 

. bi~oda\ .(FÍ{;¡'í:t l~). '1d q'~~-~Ói~bidé c~n los re~ultados del análisis de COSINOR en 
• - . ' . ! .• ·,-. . ;·_. - '-. : -_ . - '' " . ~ ' . -: ' ' '· '- ,-, . , 

dónde se_ÓbtuvÓ un ajuste sighificativo del ntmo para un periodo de 12 h (P<0.05; Tabla 1) 

y ~a~a u~~ de Z0:36 h (P<O.OJ; Tabla· l{;La diferencia entre la abundancia máxima y 

•. m!ni;.;,a Íle CRY r~sult<Í se~ signilic;tiv~ ~n lap~eba~osthoc LSD (P<0.05). 

. . . 

. La amplitud de la oscilación se amortigió en un · ,47.06% (Tabla 1) con respecto a la 

a~plitud del _ritmo presente en el primer'd!a enobsetiridad constante. Las figuras 11 y 12 

• sugieren que la fase del ritmo se adelanta en' ~ .. te~cer dla de obscuridad constante, al 

'al~anzarse los niveles más altos de CRY alrededorde 4 u 8 h antes de lo observado en el 

primer dla de 0:0 (Fig. 8 y 9). Posteriormente los niveles de CR Y decaen. 

dCln' 3:00 7:00 11:00 15:00 19:00 23:00 l\11\1 

.:··,• 1¡:. -: .... ·i;'·•' ... 60kDa 

Figura 10: Western Blot de los cerebros de los acociles sacrificados a 
lo largo del tercer dia de obscuridad constante. Las bandas muestran 
el criptocromo detectado utilizando anti~CRY de Drosoplrila generado 
en conejo (Atpha Diagnostic). dCRY= control positivo, MM= 
marcador de peso molecular. 
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1.1..--------------------. 

1.0 

::1 ' ' ' ' ' 
1 2 3 4 5 8 1 8 9 10 11 12 13 14 15 HS 17 18 19 20 21 22 23 24 

tlemp~(h) 

Figura 11: Cronograma de la expresión de CRY en los 
cerebros de los acociles sacrificados durante el tercer dia .de 
obscuridad constante. Los puntos correspondén a la media ± 
EE.n-3. 

1.1 .. 
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Figura 12: Cronograma de la expresión de CRY en los 
cerebros de los acociles sacrificados durante el tercer dia de 
obscuridad constante. Los puntos corresponden a la:::!: EE. n -3. 
Los asteriscos muestran las diferencias significativas detectadas 
en la prueba post hoc LSD (P<0.05). 

44 
TESIS CO~T 

FALLA w; OHIGEN 



8.2 Pedúnclllos oculares 
, . . ' . 

En los crono~~ma1 ~e las 'figuras 14 y 1 S se obs.ervan los cambios de CR Y a lo largo del 

p~imei dfa~e·o'b~~tirid.;cl ~~~~l~nt~ en los ~edúnculos oculares de los acociles. Los niveles 

. ;¡;,,;~f ~[~~1~~'~;[]!~~¡·~r~T~d: . .-~;:':. ~:~ ~·:=~~ :''":·;~º:: 
.· .. (Fig:l4) y'a las) l:~9Ji (Fig.;;IS); ~~ prueba post. hoc LSD demostró que existe una 

· ... ~:¿tir-~1-&~~i1~·~1É~~~Jf ~~~!f ±B7t:j~s:1:i~::~c:~;:Uª:"~::ª::i:e::~Rd: 
12:00 h CP~o.~d;,:T;bl~'i{Y~'~~o·~~ 2;;30h (P=0.006, Tabla!), por lo que la oscilación 
se co~pó~~ de f~~~'b,i~od~i .. " .· 

. dCRY 3:00 7:00 11:00 15:00 19:00 23:00 MM 

~- ~ ~ l2Ji¡¡¡¡¡ w~ '-¡¡,;;:;;;¡¡d 60kDa 

Figura 13: Western Blot de los pedúnculos oculares de los acociles 
sacrificados a lo largo del primer din de obscuridad constante. Las 
bandas muestran et criptocromo detectado utilizando anti-CR Y de 
Drosophi/a generado en conejo (Alpha Diagnostic), dCRY= conlrol 
positivo, MM= marcador de peso molecular. 
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Figura 14: : Cronograma de la expresión de CRY en los 
pedúnculos oculares de los ncocilcs sacrificados durante el 
primer dla de obscuridad constante. · Los puntos 
corresponden a la media± EE. n =3. 
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Figura IS: Cronograma de Ja expresión de CRY en Jos 
pedúnculos oculares de los acociles sacrificados duranle el 
primer día de obscuridad constante. Los puntos corresponden 
a la :1: EE. n =J. Los asteriscos muestran la presencia de 
diferencias significativas en la prueba post hoc LSD 
(P<0.05). 

En las figuras .17 y 18 se pueden apreciar las oscilaciones de CRY en los pedúnculos 

oculares d~ losac6ciles sacrificados a lo largo del tercer día de obscuridad constante. El 

pico de ab~nclanci¡ de\:R.Y. ocurre a las 3:00 h (Fig. 17) y a las 23:00 (Fig.18), mientras 

que el válle pennan~c~;a· las'. t 9•:00h en tá figi;rn 17 y 18, aunque en ia flgura 18 se aprecia 

un valle n;.\~ ~;~f~r~·~;; ~'1á5'1' i Ioo Í1\{a;;~ p~ebas post hoc LSD no ~~~entraron diferencias 
_., ... · .. ,•. ·:·'1.-·,. ;-·,;,, ... ··;'~.s·: u:~~.; ,;· __ . . : · ,. 

significativas en1re et ¡)ico Ye·1 valle de la oscilación: 

El ritmo de· CR Y en los' pedúnculos oculares del tercer día en obscuridad constante no pudo 

. ser ajustado por COSINOR a ningún periodo d~ forma signifi~~tiva (Tabla 1). 

dCRY 3:00 7:00 11:00 15:00 19:00 23:00 MM 
~ ... '""'-:,n.,. 

:t~~; ...... - .. '>~ ~ ... , ... ,,.,., 
~T- • ~ ... ,..,·~-

~ ... l..~ ... -..l-'l;I .. ...,.,,_, ... ·.j 
..=..:.........:.:, 

Figura 16: Weslem Blot de Jos pedúnculos oculares de Jos acociles 
sacrificados a lo largo del tercer día de obscuridad constante. Las 
bandas muestran el criptocromo detectado uti1izando anti·CR Y de 
Drosoplii/a generado en conejo (Alpha Diagnostic). dCRY= control 
positivo, MM= marcador de peso molecu1ar. 
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Figura 17: Cronograma de la expresión de CRY en los 
pedúnculos oculares de los acociles sacrificados durante el 
tercer dfa de obscuridad constante. Los puntos corresponden 
a la media± EE. n =3. 
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Figura 18: Cronograma de da•· expresión '<ic CRY ·en los 
pedúnculos ocul~res de l~s aC~cilcS ~acri~cádos durante' e~ ~ercer 
dfa de obscuridad constante. Los puiltos corresponden a la media 
± EE. n =3. . ·. 
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9. Discusión 

Los criptocromos son proteínas altament~ conservadas a lo largo de la evolución, como se 

ha visto én bacterias (Brudler et al., 2003), eñ plantas (Lin, 2002), y en animales como 

D;osophila, el ratón y los huriíanos (Emery et al., 1998). Los anticuerpos contra el 

criptocromo de Drosophlla (CRY) d~~ectaron'criptocromos en todos los We~tem blots que 

.· se' realizaron, tanto en lo~ . pedúnculos .:~cúlares como en los cerebros de los acociles 

P.c/arkii (Figura 7, 1 o, \3 ; : 16): Di . ~resenci~ del criptocrolllo én estas e~t~cturas 
' ' . - .. ,-,- ,- '1 ·-·· ., ,.., ' ", '. •' ·:', • 

propuestascomo marcapasÓ,de los iiímos circadianos en elacoC::ii (Page; 200.1,J.así como 

·su. capácidad de osc'Hac'iórÍ espontánea, . apoyaii la hipótesis de'.que el criptoc.romo ·en esta 

~:~'.::!'.:t;;::,i"#i.?::t:]; !'~;"~,~~:~~~~~t,~¡.;.:i1L .. ,,, 
cerebro mantuvieron una oscilación tras 24, y72,~i;irasJJ.:~!'l~}J:,,El}1tm,~ se a~ortiguó en 

un 47.06% del prÍÍner al tercer dla de Ó:O, cri;n¡;~;:{~~i~~'(;j';ri'úy·:~fn\i1~:á1 reportado por 
·. : . . ... -. . :- '._. ·.· ·.,'\i.··.'·.·»<-~.:~~;1::,?_·.~·4-:!-,.:t:{!~/:::i-{-:.'."';:()~~'-:,"::·",,. 

Emery y cols. (1998) para el ARNm ~el CRY{~e/Dróiophi~á¡aL ser trasladado de 

condiciones L:O 12: 12 a 0:0. En el caso del CRYá;'¡t~~~~ll::·~~¡~-p~drí~'i~dicar que existe 

cierta influencia de los ciclos previos de L:o"~'~6~~;('{~'t1i~;i~'<l;~Í'rlÜn~. sin embargo, la 

proteína oscila de manera endógena una v~~ q~~·~¡·¡·¡v~~~·d<I~ ;¡ri~ronización. A diferencia 

del CRY de Drosophila que va acuri;~IA~~~~~;~r6~i~~i~~e1nté·b~jo condiciones de 

· obscuridad constante, sin mostrar la pre.S;~ci~·~¿.t·~a;'rún;i~idad CErnery et al., 1998), el 

·. CRY del acocil en cerebro si posee u~:¿~~;áit~~1i~h(~' rrtciico ,~~dógeno que se expresa 

tras pemrnnecer 3 dfas en obscurid~d c~·~~;~~í~:'.~l·~~rl~~6 Cl~i Íii~ode CRY en cerebro se 
' . ', . , .. : . -·,' '.'' . :·:·.,· .. :':·':';:f.'('>::'..':.;'/·::~'. ( i\.\,'~" .. - :,:¡::1 ~ . -~\'~'.<·_, .: ... ) :: ~ :' .. _ 

modifica del primer (25 h, P<0.05;Tabla;l)al tercer ,dlu de 0:0 (20:30 h; P<0.05: Tabla 

• ::.:.m:~::::~:;l~~;~~~*~~r~~~~~::J.::~~~'ti~.:;:;~: 
coiúcide co~lopredicho

0

por,lal~yd¡:'Asd~off.(Aguilar-Roblero, 1993), donde se espera 

•• ::;;~:i:~f d~~{:~~f ~i~{~;;;,;;;,;, ooct,mo• p~••~ "" .,;rt.m;.mo ~ 
. ;~,: -,· ,; ,,., 

En los pedúnculos ~~l11ar'~J; I~ o~cilacÍones del criptocromo resultan significativas durante 
:·'. . - _::·•' .... -.·.,, ,.''; ' 

el primer dfa en 0:0 (P<.0.05; Tabla l); sin embargo dos dlas después se amortiguan y 
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. -·- - ~- -.--= 

pierden su:con1~011~miento iircadim10 (Tabla 1).ui anterior sugiere que en los pedúnculos 

oculares el. drlpío~~~m'o fun~i~~~ 'exclü;iváiíi~nté como fotorreceptor, ya que sus 

oscilaciones pa~i:ceri' ~sia;: g~iad~~ poi'' ¡(¡~ ciÓlo~ previos de L:O, en tanto que tras la 

ausenci~ de l~;'~¡a,i~~, IJÜii~risii~'~C~'f~K}c, 'cté la·l:~s~bre tas fluctuaciones de Ía proteína se 
. . ' ., }. ' ' - ,_' . ~) -' - . -- 1' - . . 

reduce. · '· ·· ·, ··.',' ··. , ·<'.';·:'· ,.·.:::·.• : ,; .. ·,. 
, La ~a~~~ci~:{~~¡~j,/;~~.~~~j;.~~~~~~i~ff1 ):frpticromo en los pedúnculos oculares y su 

. presencia erí?el~~erebro"del 'acoci!,''cóncuerda con las observaciones que se han hecho en 

. 0~1~5 ~€~~¡Í~~~';rn~6~1If ~~~f.~/::"~;;donde · se propo~e una doble función de los 
cnptocr.omos,·~espe.C.ifica·,de los ·teJ1dos,.ya que CRY actua como un fotorreceptor en el 
. ·. -- .... ~·, ·.< .;:~ >-~~p-:.~?t<. ·i~~.::1"\-~,.~;~±-;:;,'.~l;}· -:X'.~\:.'··--.~ 
, cerebro· y podrla'actúar: comó un componente del reloj en los tejidos periféricos (Krishnan 
· _ .. · •. ;·-; ;..." · ~. ·.;-;'., .. ;:~~;:; ': -.\í.J.:'.:-•~,;·---:~·.-;\'.'.>: ~=';ii·~:'c:·: '.· ; ' · 

·.et al;;·:.2001).:::n·.'!Ós pedúnculos oculares del acocil el criptocromo podría estar 

. dese~~eri~'ríct6é~~i~~i~an1ente una función de fotorrecepción. 

Para a~~~g5~f ~¡'i~fe~fi~a~e~te el papel del criptocromo en los pedúnculos oculares es el de 

un,¡ot~~¿~~tió~;~e cl~~~~Hev~r a cabo más estudios con organismos sincronizados a ciclos 

L:O y c~;;~;~~~i~;;,~~·~ometidos a pulsos luminosos para tratar de construir una curva de 

·{Zurwi~if~~rj~: tilh,ajo'constituyen·. solo ~na parte d.e.ta' lnvestigación.'.que ~~be 
realizarsli co'ri-;eli~~,~~ deterll1in~r si los criptocromos son eleméntós inte&rales del reloj · :-. -. ';. ·_" · > ," ·~.::::f.1-__ \-r:?:~-·~- _:~:,.; ,;_: . ;'.·_ .. ,,~;,~-~ ;;)º•.-;. ·:,::-~.-'-'.: <:\·.}·.-> ·.:-:.;::;":·~·::,~~:¡,.;::-o~"·,':,:.· t~\~- \ ."-.;~~-:::,,-·-'.··-~,--~~.,-·:---'Íi ?-,_·:'>_;:~,;;,'.··-:-,;~·'\_U··f_--. :\:/(C,> -'-~'.· 

. biól.ógico del acocil. 'Aun' faliíí~comprobái- :;i '.la 'prot¡:ína "y el gen":ciiie':ta :codificá'cúmplen 
' - , ._ :' ._, '' · . -:. ·:(·,:_'..~\~'~;.· »'. r:~.: -: . ' :~~)-~.'. ~·\= •. ~'.;','~-.:,:"-.-:-.·~',.;~-y r~~~r, ·~ ·;~;~ .¡'_.:,:'.:r'); -.· :;:~ ,;.·-!,-~- :,;{~;¡..:...:_.,_: : :-;~-::~~-:,,..~r~_"~\~i:h:f"'.-',_·_~·d(~~''=°.;;i~:~-c±· '3:Af:> ·. ,_, ~ '.:', -. ''X-: 
. con . las 'otrás.~caráé:teristié'íis · q\ie; definen :;a' Iás'!moléculás'i del; rélój;·; lo·,. cüal :i'equie.re :·de 

• · · · = ; -- :. :;-.. · .. ·-~-: ;:~:s:-':<,,·~~;;; .... :?;--~;«.-;:.~:;;:<~~:,_\.-:;\~:~::;f'-;L6~"'''/t ?r-;;:~;~~-¡- ·.:.~t;:~·~·-:c;:ifi~~~~-,f:~;~·~<3.~/}:F,:~.~ :· ~<::::;<~'>'trf2:\:~:1.; ,; - -- ,... .. , , -

· técnicas 'dé: Northem blot;·Westem blot y otros· estudios genet1cos.éri1i> .. •Ec+./ ;,.::;;: .. •• ::;;, · . 

e·.·;·.: j .· .. ~·;; ... ~i~·r'~~::~J~l:j;¡~f ,·,~~~\!.1~!~; . . . , .;M;·:·~;íL, '..;:·i¿;f ~!;i~~i:~~·'.;:~;:~J·: . 
En ésta·. 111ve~.11g¡¡c1ó11,•~?·;,~~·'. ~.1!1P.\~? ;.l!llll, ~~~teí~¡¡;~~n~!1t~~!~8,;; c,<?JE.<?i; ~~f~r~n~1.¡¡,·. par¡¡ las 

'--, . ' : ·:.,'.' -. '· .=),(i-= .:- • ;-·:<--: ·_¡-i_.:¡_1:- ': ,(-cr~'"t. e •• .J ,- '··, =~·,; ·'~:. 1 1~~· ... t~~::;~~~i'/:··:~·::·,~·'-"')_'\':~-t.!~ f ~f'.i::¡;.g.'"·-'~:T·±./; r. ó'--/,; -~,··~,;.-.:".· .. ~,"'··:e~":-~~;:':~- ·, : ~·~ ~:·· '•'; 
fluctuaciones; en. la: cantidad .·del · cnptocromo ·a¡ lo'dargo: de't las <24 : horas· del e día; Esta 

.· .::-~: '-::· :~:·:·: <·::~t<.J\~·:º)~':'.:;<''..~·::~til,;·;_,{:~·~:< ;,.::t~:::~:·~·:?~·~);f~~t.t_·:-i;:ff:'\:~~~t,J~-:'.·;:~~~~·\!~!;~f;,:;~-~~'.,f:.:_\:_+.;,~'.S'ik~~-- ,.:.~.:':: -_:;· .. -~: ·:-...' -~ ·· ' 
, referencia , es· comunmente .. utilizada• por ;los•expertos' en; el' área: molecular de los ritmos 
. ·" :-._ ... ·e::.,:._ ·:-::;·,_·.;: :.~r; '·~· .:..,~·;r~.-:-~1):/·f.:1:,:· ;~_Y .. :7_:::: .. ):;t:~-:-~'':,~-:~:.-.;:;:::;:\~~~.~,;rr-:·.·;~:,:·¡~,;~t ; .. ;~::!f~:1:t~~ffri.<:t:''t"i:.,,.,.,.-~'::: _, . · 
(Emery. et al.; 1998 Y.2000;:M1yamoto ySancar,)999,:Lin etal:; 2001; etc.) como control 

· · :::·" . .. ~-:·; '. '.'¡; :~ ::·· 1 .·:.'::--1::; .. '·~·\·;~;:~; ··::~,:".~:'•·~-'/u:.~:-· .?:~:t.;;~:·: ~-l·~.;;_._,~i;:~;f~'f'.:t;:;J:.~t,~~_:\?·.~1it~~~-::·t~:.~--- , .. -~:·~" ., .:·.: ~ · , 
d.e carga de cada uno de los.camles del gel; con eJ:fin :de·d1smmuir al máximo los errores 

, ,._, . :-:--_,, -.:::;<<. ::.,.:">.:: ';~-:>!:.:.\··.:; - ._-':·:·:·.·: -,. / .... : "· .. ._ .. :>>-}~}~~:: ."'?~~;\·:.·_S·.-'. ·::-- :· _,,. 
ln1manos .. E"' "c:sta, óc~.sió11, "no :,fu.e posi~le eLc:mpfo~:· ~e: una. proteína constitutiva como 

referencill, 'sin 'embargo es importante destacár que se tUvo extremo cuidado en cargar las 

cantida.des adecu;das de m~~st;a en cad~ uno d~ los carriles de los geles, lo cuál no exenta 

de la posibilidad· de haber cometido errores de carga. Sin embargo se considera que su 
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efecto fue ~iínimo sobre los.~es~ltados ~btenidos ya que loserrÍ>rcsque'pudieranafectar al 

experimento s~ redujeron é~~sid~~~btedie~;e:al r~atiza; ~~~~s ¡:~peti6!~~~s ~º~ í~ mismas 
mucistras.\. ·,· ,:,' · · :;~:·; .. :-,:;{:< '~.>:. <-.~~~:::~· ·,~i~ ~1

1

.:·'. .- i·'.·i·-.- ,_;~,,,,:-:.·.; <:~: ?.:~·; /, ,. ~~'.:_'.f · ,:-:·. :· , ·:,-, · · . , .. 
. , ;.~. :::_,;.: .. :.·.:·._.::~.· ·. ·;-., / .. ~{~.--.· ·,' ::'/r·~·- ~--~'.;;e~ ·,- "..'~·;·.~.-:. :-.~.·-~~~~.-~ .• , ,·,··\f :»·,- :~ -. : -~-F -' _:. ::~: ., ·.- . ,, , ·.: --',. 

-_ :. , . '· ..t :~ _ .. :,.»:.::~.;,~~-~~~:~:"}~'<:;.~,'::-~::·:: '..\é ·': >;;!;: :1:/J· .,,:~~: .:--~~~~-:·:·, ·. ('t:;. ,-~;·.~:~?:-V',_· ·,<· :- .. '.-º.-;··· -.·-, · · ,.·. -- -· '-,_ -
Las variaCiones' circadianas''def.·criptocromo se'.aríalizarori por dos riiétodos diferentes: se 

V ·: ·,':_·_ >: :·~.-1:,._ -:-,:;:;.;~';r~_;.;i-~>¡·,~· ~-,_:f,;;.i··:E .. J{::. :~:,¿_.:,:,.:·· ·,·~>.F~:+'·:·.¡.:,.-1\·;: :/;<;:\;,R::·::\~~ .'r'.: ~ "- ·:\<::';::· ,.';·< · _· .. -·. -':,,.. ;·· ' /' 
midieron, las· intensidadi:s"de'• las· bandas por densitoini:ína· óptica (Gene Too Is v:· 3;00.22 

: ... >:· ... : :':·:.~"-;.·: .. ;(;~-:!~'~'.:.:~~,:-,.;::~··:·.~'-~>:"·"t-'/·-<>-.. ; .. ;>·.·.·~·}:: "·.:·i·:,·< . .';:.,.0:-;::;::·:{::;,:.r/· ~,·..\·· ·"1.'· <' ·.: _·. '·:: :,._. • .-:: .: • 

Synoptics) y·las~áreas'de'lasband:is(Sigma,Pl<H v.'s;SPSS:Inc.). Un tercer programa .. •• 

(Scio~. rn\a'i~~~.ó.~}·6~/ifi~~ l~~- resÜli;«!~l~t,l~ni~o~ cÍIÜi°do ~alicÍez a los métodos de ·. 

medición emp'teados. Pór 10 anterior ~oderrios supa~er é¡uí: 1os datos obtenidos renejari 1os 

cambi~s e!l' la:abund~n~ia d~ la protf:l~a ~l1 osciila:6ión espontánea. En todos los casos, las 
•. . . . ',7 .. ,.) ' - . 

gráficas mostraron grari similitud en el paÍról1 de comportamiento del criptocromo, 
• • • •• ,1 _,._,,-,,. ' • 

coincidiendo en· las' horas en que se presentaroll !os picos y los valles para cada uno de los, 

experimentos. En general, los errori:S1é:stándar'Jueron menores para las mediciones de la · 

intensidad y mayores para las deÍ'ár~~;'1~ q~~'puede deberse a la intervención human~ que 
. '-")"' _ _, . ' 

se requiere para la ·medición del área:'error que no incluye el programa Gene Tools' al 

realizar la medición de ~arie~~~~¡'~~¡~~~tiéa. · 
El programa COSINOR ajuiió l~,,·~~~lta~ión ~ircadiaria detectada en cerebro a un ritmo 

cÓsinusoidal de mane~· si;¡ti~~ti·~~fr(p;;.·o.'os), este resultado coincidió con los datos 

obtenidos de. una ~Jo{.\ ~iüiíZ~íi~~~;·~11 do~ae todos tos puntos experimentales (3:oo, 

7:00, 11:00, IS:m(·.19:00·~·~23;~95·w~s~!taron significativamente distintos (F=9.39J9, 

P<0.001) .. Ambos ~l~te~-~~,.d~.·a~án~ié<lan validez al descubrimiento de una oscilación 

endógena del.crlptoc~~moerí~{¿¡;~~t)~6del acocil. 
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1 O. Conclusiones 

. . 
• Proteínas pertenecientes a la familia "de .los criptocrolTlos se expresan en". las estructuras 

• 

• 

marcapaso. deÍ a~~cil P. c/arkii, ~specffü::amente.: e~· los. p~clúnculo~ oculares y el 

cereb.ro. 

En el cerebro del acocil ·existe una oscilación endógena del criptocromo que aparece 

tras un c~rto.periodo:de ciclos.transi.torios, posteriores al traslado del organismo a 

condicion~sd~ ~bs~~ri~~d ~6~st~~¡¿;} · · · ·· · 
.>~'.;-'.€' ~:\,(·:) ~·· ,:.\ 

Se sugiere qu~"~\,1osipedúri~~l~L:c~lares' el criptocromo no presenta un ritmo 

circadianll:sÍn()·~~~;;~~-()~~Ú~~Íón·ci~ ~aúsad~ por los ciclos L:O que ejercen un efecto de 

enmascard~ie~~~ ;o~re\ji ~tci!~!Jf:,~~-Óscilación espontánea, en ausencia de claves 

luminosas, las ·¿scilái::iones "deÍ ~ri~iocromo se amortiguan, volviéndose arrítmicas en 
- ·,· •• ' • 'q. ; •• •.• • . . 

esta estructura~·· . ,.. · · 
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