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2. RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue determinar si el criptocromo (CRY), fotoprotema propuesta‘ ;
como un gen del reloj o un fotorreceptor clrcadlano en otras especles, esta presente en Iasl N

estructuras marcapaso del acocil y si esta proteina presenta un nlmo cxrcadlano endégeno

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

y el cerebro de acociles adultos’ Procambarus clarkii después dei24:y .72 horas en‘

oscilacion espontinea (0:0), utilizando la técnica de Westem Blot

Esta mvesllgacmn encomré que CRY estd presente en los pedu ‘ulos culares y n el

de tres dlas en O O. Los resultados sugieren que CR podr{a estar‘pammpando' como unk,_'f

componente central del mecanismo del reloj cxrcadxano en e] cerebro del acocxl y como un ‘[

fotorreceptor curcadlano en los pedinculos oculares de este orgamsmo.




3. INTRODUCCION

3.1 Generalidades de los ritmos circadianos

La mayoria de las especnes que habuan el planeta Tierra han desan'ollado ln capac1dad dek

a historia de la vida en la Tierra

(Turek y 'l‘akahaslu 2001) Las mvestlgacxones e ue en’diversas especies existen

snmlhtudes entre las propiedades de los ntmos cl y la estructura molecular de sus

En 1993, Pmendrlgh propuso la teorfa del *escap " ggiino un modelo szira ekp}ic}i‘ G

_'la forma en que evolucionaron los relojes cire Pi endrigh’destaca que muchos de

los componentes celulares son capaces de absorber luz y que dxcha radlamdn puede llegar a

- afectarlos negativamente. Pittendrigh propuso que, ya ea'dxrecta ° mdxrectameme, una
" presién de seleccion pudo haber favorecido la- apanclén de los ritmos circadianos; por
‘ ; e_)emplo: la capacidad de reducir y/o reparar el ADN dafiado por la luz UV que se presenta

durante el dia (Pittendrigh, 1993).

Los ritmos circadianos se caracterizan por:
a) . Ser enddégenos.

b) Tener un periodo determinado genéticamente.




c) ,Manlencr un perlodo stablc a pcsar “de’lo ca 1b|os de tcmperatura (Pmendngh,
I993) : :
d)" Ser pléstlcos, lo quc s p

e)

Modlfcar su’ penodo cuand

: lemporales alargéndolo en

del eJe te es especto al sol traen como consecuencm dlferencms entre el periodo

.del cnclo extem y mtemo Lo anterior hace necesario que el sistema del relq biolégico

e que reg ‘a Ios ntmos e smcromce con el ambiente que lo rodea (Turek y Takahashl 2001)

: Los _relyo_]es n-cadnanos son reiniciados dia a dia por seﬁales amblentales, ehmmando Tlos .

penodo con respecto a los ciclos ambientales que predlcen Y. evnando que se-

gacumulen (Moore-Ede et al,, 1982). Por medio de la smcromzaclén se controla la fase del

: ’mmo (Turek Y. Takahashl 2001) y se ajusta la frecuencna de oscx]ac' nala de los mclos de

; _la rotacxon terrestre (Daan y Aschoff, 2001). Cuando se smcromza el ritmo, se establece una

—‘;‘_kfase estable con los ciclos externos, alargando o aconando su penodo, e |gualandolo al del
““ciclo amblental (Horton, 2001). :

_Se’ considera ‘a_ los ciclos de luz-obscundad ( ’0 p'rincibéles agentes

" sincronizadores para la mayoria de las espec1es (T el y Takahashl, 2001) animales y

vegetales, ya que proporcionan la seﬂal amblental

pre_ sza y constante en casi la
totalidad de los ambientes, Para que la smcromzamén oc

a,"se requiere de la sensibilidad




de los oscnladores endégenos

otro upo de sefiales (Daan‘by

) e] paso del tlempo mdependlentemente de cualquier entrada
'-pr 6d|c del amblente, es decxr, posee una ritmicidad enddégena.

- B):Puede convemr fuentes no penédu_:ns de energia en salidas periddicas
o :autosostembles; k ) B

C) Se utiliza para imponer el tiempb a ciertos eventos biolégicos;

D

~

Posee resolucron, es decn‘, la hablhdad de detectar el orden temporal de dos eventos

cercanos en tiempo;

E) Es capaz de moslrar una’ frecuencla de oscnlaclon (f l/penodo) regular ° blen, con

poca vanab:hdad

F) Posee mecamsmos’de compensacién e temperatura;
G)

'de sincronizarse a‘ellas.

da (aferentes), marcapasos y
s ‘mecanismos aferentes

mcluyen‘a los receptores capaces de detectar y transd ucnr(las seﬁales ambientales que son

: envxadas al marcapaso (Dunlap y Loros, 2001) Los marcapasos circadianos son estructuras

: que regulan las propiedades de medicidn de tiempo de un ritmo circadiano, en particular, la



tiempo en ausencia
(D nlab y Loros,
s o no deé medir
‘ troahmentacuﬁn

son aquellos que

vconduclua es, metabé]ncos o fi s:oléglcos en el organismo (Dunlap y Loros, 2001).

MECANISMCS
DE SALIDA

%é%mmem @ - Ve
@ — Expngﬂm DE

NECANISMCS DE
; FISIG. (XS Y
CONDUCTUALES
@ -

MARCAPASO
Figura 1, El si del reloj circadi comprcndc ismos de entrada (afe ), que
detectan las seilales ambientales y las tr al marcapaso, los marcap
“de la generacidn endégena del tiempo, y los mecanismos de salida (eferentes) quc provocnn

cambios ritmicos en la conducta y bolismo del org!

i oc rre la smcromzaclén ely sistema adopta una relacién de fase especifica con el Zengeber
e (Daan y Aschof ,2001) Ademés de la sincronizacién con el ambiente, el reloj circadiano

g conﬁere al _organismo una organizacién temporal interna, es decir, mantiene una “sincronia

interna’ ! ent’r_e‘-rlos distintos sistemas bioquimicos y fisiolégicos del cuerpo (Pittendrigh,
: ""1993)‘y les ‘im'pone un orden temporal. Este proceso se realiza mediante mecanismos

‘~ humorales >y neurales dirigidos a los diferentes efectores (misculos, glindulas, etc.) que
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expresan la rltmlcldad Yy acoplan a los dlferemes oscxladores del orgamsmo para lograr un

I'resultado de esta smcromzacnén es
iedio’ (T rek’ y: Takahashl 2001),

: funmonamlento coordmado (Granados : 1 al., 1995)

‘la adaptacnén onductual y ﬁsxoléglca del orgamsmo ‘al’

: longltud del d:a (Moore-Ede et al., 1982).

"Las conductas controladas de forma circadiana mcluyen al componamxento sexual, el ciclo

sueﬁo-VIglha la comdlaclén, el torpor, la ahmenlacxén, la blolummxscencna, la fotosintesis,

‘ "la‘mnosls, l‘o‘s ciclos de sensibilidad visual, la actividad locomotora, los ritmos de eclosién

“+.y varios xjitnibs’qué dan paso al desarrollo del individuo (Horton, 2001).

Por lo gcneral los ritmos circadianos 'que 'son  autosostenibles persisten por un largo

:'—“penodo dé’ uempo en ausencla de seﬁales ‘ambientales (Moore-Ede et al,, 1982) Sm‘ E

embargo hayvque tener en cuenta que medxr la umformxdad del ritmo circadiano no equnvale_ s

> (Page, 2001) Los

“En’ ellos se han

an Ioéalizado en el ganglio

mdica‘que estas estructuras son necesarias

cerebro altera los ntmos locomotores, lo”qu

", para la expres:én del ntmo y el control de éu fésc y penodo. Los Iébulos 6pticos cumplen la




funcién de hacer llcgar las seﬁales amblenlales al mecamsmo del relq y se considera que
(con cxcepcnén de las cucarachas grlllos y escaraba_;os) el marcapaso reslde en el cerebro
(Page, 2001).’ ;

Los osciladores cnrcadlanos se han detectado en O_]OS cerebro,

lstema endocrino, érganos

reproducnvos y epxdenms. En general, se consldera que un marcapaso circadiano ' estd

asocnado a estructuras fotorreceptoras que medlan la smcromzaclén ala luz (Page, 2001).

En:la actuahdad se dxspone de evidencia’ que sugiere que el sistema circadiano es
muluoscxlatono Sc propone que cada uno de los osciladores que lo componen es capaz de

generar. ntmos c:rcadlanos autosostembles y que esta sincronizado a ciclos ambientales

',espeéiﬁco‘s os osclladores mdependlentes deben estar acoplados internamente mediante

nie_cari_is s'C uc les permua’n mantener la sincronfa (Moore-Ede et al., 1982).

En los verlebrados no mamlferos, como las aves y los reptiles, se ha demostrado la
exnstencxa de un snstema ‘circadiano multioscilatorio provisto de multlples vias de entrada de
la luz. (Underwook 2001). En las aves, la gléndula pmeal y el nucleo supraquxasméuco
: (NSQ) son con51derudos marcapasos cxrcadxanos cuyas lesiones afectan la expresién del

‘mmo locomotor (Menaker et al., 1978) Sm embar 40'

‘1o mamiferos parece ser que
exxste un oscxlador maestro que goblema )

quiza este no es el unico marcapaso, su pap

. ,hmyona dc las funclones del” orgamsmo. 'Su lesién afecta profundamen(e a una gran

variedad ‘de ntmos como los’ del sueﬂo-v:gllla, ngestlon fyde agua y -alimentos, la
locomocnén, ‘etc. (Moore Ay Leak 2001

compacto d pequeﬂas neuronas que se localizan

e ubxca en la-parte anterior del

hlpotélamo y consxste en‘un grup )

dorsales al qunasma 6puco S del NSQ constlluyen oscnladores individuales que

se acoplan, a traves de co S neural s, para fonnar un marcapaso. EI NSQ es inervado
por el tracto retmohlpotalémlco y es, un e]emento de] s1stema 'visual de los mamiferos que

medla la’ smcromzacnén féuca que se mlcna en la retma. El NSQ provee una organizacién

temporal de las vanables neuroendocnnas y f sxoléglcas durante el dia y de mecanismos

que elevan. la ef encia e‘las conductas adaptauvas.’En los animales de reproduccién




estacxonal el NSQ conlrola la produccxén de la melatonma pmeal que constituye la seiial
fotopenddlca de la reproducclén (Moore y Leak 2001)

Cdn el f in de dle;si:lvvayrir los' mécanismos que guian' al sistema del reloj circadiano y su

lmponancm en los orgamsmos, se "ha estudiado a una amplla gama de especnes

(Neurospora, Drosoplula Arabidopsis, raton, etc.) que han permitido acceder al problema NS

desde distintas pcrspecnvas La comprensién de la estructura y funcién del relo_; cxrcadlano L

ayudara a entender la forma en que los organismos han evolucionado para lldlar con los
ciclos diarios de luz y obscuridad que se presentan en el planeta Tierra (Turek y Takahashx, .
2001).

3.2 Bases gelviétickas y/o moleculares de los ritmos circadianos

En 1935 Erwm Bunning sugirié que la contribucién de las influencias ambientales a las

propledades del reloj y a la generacion de los ritmos circadianos es minima comparada con
k aque]la de las determmantes genéticas (Moore-Ede et al,, 1982). Aiios mds tarde, Konopka
iy Benzer ( 1971) descubneron que el periodo del ritmo locomotor y de eclosién de
» Drosoplnla era afectado por una mutacién genética y denominaron al gen per (periodo)
(Young, 1998) Este hallazgo confirmé la naturaleza genética de los ntmos circadianos y a
pamr de entonces se - han utilizado las perturbaciones genéticas y farmacoléglcas a nivel de

" +los dlferentes componcntes del sistema circadiano para trazar el cammo desde las vias

af'erentes y‘eferentes del reloj hasta el oscilador maestro con el fin de descubrir y entender

'el mecam mo molecular de los relojes circadianos (Johnson y Kondo, 2001).
Lé’céhila néidéra la unidad bésica de medicién de tiempo (Dunlap y Loros, 2001) y ha
sxdo una er |enta ‘importante entender el mecanismo basico del reloj circadiano, asi
componentes moleculares (Hastings, 2001). Todas las preguntas referentes a los

ststema cxrcadlanos se han tratado de contestar a nivel molecular: proteinas, ARN, genes y

; otras pequeﬁas moléculas
En el estudio de los ritmos, la importancia de los modelos biolégicos radica en que no sélo

. muestran de manera concreta la forma en que trabajan los sistemas més complejos, sino que



Los. sistemas microbianos, y aquellos
iones a la comprensién del

tia- para regular al metabolismo y el

998 y Allada ct al 2001) Las proteinas que codlt‘ can estos

‘ kel snstema se vuelva estable (Dunlap, 1999) (Figura 2).

ELEMENTOS . :
POSITIVOS I
(activadores) )
: "ELEMENTOS .
l NEGATIVOS
W . (re|{re§ores) By

genes del veloj

U Ritmicidad”

metabolica, L
genes controlados : fisioldgicay
k por el reloj (salida) : conductual J
Figura 2. Asa de retroali i6 istica de los relojes
circadianos. Conti 1 ladores posmvos y

negativos que mantienen las oscllacxoncs El asa se cierra
dentro de la misma célula. (Dunlap, 1999)

10 TESIS CON
FALLA Dt URIGEN




: ‘2002b),

el rcst

s controlado

mdlrectame




' :smcromzados de manera dlrecta (Dev]m y Kay, 2001).




3.3 Modelos moleculares
3.3.1. Drosophila

La genetxca dc los ntmos c:rcadlanos en las moscas ha llevado al descubnmlento de los

. prmcnpnos del funclonamlento del r “OJ ral y ha aportado v1dencxas de la razén por la
va S rgamsmos. Esta es la causa por la

regulacién del comportamiento

. Las moscas adultas poseen un ritmo

m eles de eclosién por la mafiana, cuando

tanto la [ stenc de un marcapaso

il Con las mvestlgaclones de Konopka y Benzer en 1971 se establecié la existencia de genes

'que Juegan un papel lmportante en el control de los ritmos conductuales. Hoy en dia, se
sabe que las oscxlacnones del marcapasos de Drosoplnla requieren de S genes para llevarse

a cabo perwd (per), tinieless (um), clock (c[k), cycle (cyc) y double-time (de) (revxsxén en
" Young, 1998) (Figura 3).




Figura 3. El reloj molecular circadi de Drosophila estd p por dos
asas de retroalimentacién que se entrelazan. Los elementos positivos
(activadores) de una de las asas actlan como inhibidores (represores) en la otra.
Los clementos principales de estas asas de retroalimentacién negativa son: per,
mn. clk y cye.

Estos éutbrqs" épgik que el gen per podia codificar para un componente del oscllador

- circadiano.’ La’ proteina 'el ARNm de per exhiben cambios ritmicos: clrcadxanos en su.”

abundancm YySe’expresan’en el cerebro, mismo sitio donde se locahza al marcapaso’f

c1rcad|ano eh 6tros sectos y en vertebrados (revision en Young, 1998) En 1992 Ewer y:y‘.;

'cols. locahzaron dos g pos de 20 a 30 neuronas laterales en el cerebro de Drosophtla

Estas ncuronas son la ‘eSponsables del control de la ritmicidad conductual (Panda t
2002a) y son probhblemente esenciales para el comportamiento locomotor, pues cuand
son ehmmadas, las moscas se vuelven arritmicas en obscuridad constante (Emery et a].; K
2000). S '
La proteina PER ‘se éxpresa en una gran variedad de tipos celulares en Drosophila. PER se
prdduce enblos ‘ojdé; en los ocelos y en el cerebro. La proteiha PER se acumula en el niicleo

celular sngulendo un ntmo c1rcad|ano, alcanzando su nivel mdximo durante la noche tardia.

.Los ntmos de ‘las neuronas del marca aso en “el cerebro central son capaces de ser
sincronizados por ciclos de luz, Amclusov en ausencla de ojos y ocelos (revision en Young,

1998). Otras estructuras fuera de la cabeza 'é.xpresah PER en el niicleo celular. Actualmente

14 TESIS CON
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“se sabe que existen

nstanle, IaS osmlacnones se

nlmlgldad celular, o ‘bien por el

c1clo molecular de 24 h sirve como

ifa. 'Sm embargo, para poder delectar sn las E

rante ‘1 dia en el citoplasma donde forman
lgrde. En el nucleo, los dimeros PER/TIM

lveles de sus proteinas, haciendo que la represién del
! &oy qué el ciclo comience de nuevo. Tanto PER como
té, lo que conduce a su eventual degradacién en la noche
gad ‘de fosforilar a PER es DBL. La fosforilacién afecta la

,fnés"y es . la responsable de que exista un retraso en la



egulacxén reclproca (Allada et al., 2001). En la segunda asa de

marcha de acuerdo con los tamaﬁos de l
1999 y Devlin y Kay, 2001)

et al.,

(Stanewsky et al., 1998) causand u ’alw-f'deséparecer

) provoca que PER se ‘dcsestablllce y

os con el ambiente
egundos o minutos
ens{bilidad a la luz tanto

a.

ominados genes controlados por



332 Mamife;@s (ré'tg')‘n)‘ o

‘Los relcues de;los: mamiferos son ensamb]es de células de‘ marcapaso que se comunican

o La lesuSn del NSQ elimina casi la totahdad de la ritmicidad penfenca aunque se desconoce
‘51 esto se debe a la pérdida de la. ntmncxdad intrinseca o a la falta de acoplamiento entre
: oscnladores (Allada et al, 2001) '

. El NSQ recibe las sefiales ‘del ambxente y aporta pistas temporales para sincronizar las
_oscllaqlones diarias - en los ' tejidos penféncos (Morse y Sassone-Corsi, 2002). Las
1 voécilaciones de la periferia regulan las funciones especificas relativas al tejido o .a la
_funcién del érgano (Panda ct al., 2002b). -
Los niveles oscilantes de los transcritos de los genes del relo_] en el NSQ son componentes )
. esenciales del marcapasos circadiano en mamiferos (Morse y Sassone—Cors:, 2002) El"
‘mecanismo del marcapaso en este grupo esté nte‘ ado’. or'dos_ asas negauvas de

m r (mper] mper2 y

) "_'"»NSQ txenen su pxco dur ante el dla, a_dlferencﬁ de Drosoplnla, donde el pico es por la

] knoche (Dunlap, 1999) En Ios e_jld penfé icos, los genes del reloj también ciclan, pero

17




9 hords, lo que ‘podria indicar quc estan r

con un relraso de 3

za fosfonlarse y ubxqummzarse, -

/ MALI se libera | y los mve]es de n peryl':

a aumentar de nuevo, remlcxando, el clclo .

: (Dunlap, 1999) :

18

€nos que sea relemdo por mCRY' L
mponante en Ia acumulamén Y el -
-Corsn, 2002) Cuando los mveles de., S



Figura 4. El reloj molecular del ratén reside en el NSQ y estd integrado por dos asas
negativas de retroali ion transcripcional en donde participan tres genes mper

(mperl, mper2 y mper3), dos criptocromos*, un gen clock (c/k) y un gen bmall
(modificado de Morse y Sassone-Corsi, 2002).
*no incluidos en este esq sverenla ién de criptocromos.

_ Debido a que la mactlvacnon de bmall provoca arritmia, se supone que su producto génico
’ : resulta crucnal para el relq] molecular en ratones (Oster et al., 2002).
= Los genes mper] y mperZ son genes lnducldos por la luz durante la tarde y por la noche

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

e '}—'del reloj en mam(feros (Allada et al,, 2001).

*3.4 Los criptoc omos y 1a fotorrecepcién circadiana

Como se dijo antes, una caracteristica fundamental de los relojes circadianos es que no
oscilan con uﬁ periodo exacto de 24 horas y que requieren de una sincronizacién diaria que
les permita tenér una referencia del tiempo externo para poderse adaptarva los cambios en la
longitud del dia (Devlin y Kay, 1999). El reloj central responde a las claves ambientales
externas (Pittéﬁdrigh, 1993, Emery et al., 2000, Alvaliez y Sehgal, 2002) y su

sincronizacidn se lleva a cabo a través de diversos estimulos, como la luz y la temperatura.
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Se sugnere que ‘en el primer, paso hacla la consohdacxon de una orgamzacnén c1rcad1ana se. "

necesxlé de 1 seleccion de procesos'que respondlan dxreclamente a las transwlones ‘de luz-v

ycodxt' car mfonnaclén en la via de transduccién de seﬁa

3“Una foloprote(na ‘estd_asociada a uno o varios: pxgm
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Las fotohasas so
vl Lin _zooz) /

1998) que a pesar de que carecen de la

gmenlos b _}dos en la v1tamma B; (Emery et al

: ‘:"el nucleo dela; célula 'Esto le permite desempeiiar funciones de fotorrecepcion,

. fototransduccnén y ser componente del reloj molecular.
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En 1881 Darwin reporlé que ciertas planlas presentaban una respuesta fototroplca a la’ qu :
azul (Lm, 2002). Investigaciones postenores descubneron que en Arab:dops:s llxaltana

existen dos fotorreceptores de luz azul las folotropmas y los cnptocromos sin embargo

solo los criptocromos se han hallado tambxen en ammales ‘Los cnptocromos encontrados

en Amb:dopsls (CRY1Y CRY2), aunque no fonnan parle mtegral de los componentes del
relo;. partlclpan en distintos procesos controlados por Ia luz" como son la expreslén gémca,

la regulaclén del crecnmlenlo, Ias respueslas fotomorfogém

1§ como la e]ongaclén celular,

el fotopenodxsmo enla floracnén y el folotropismo en respuesta a la ‘lu‘ziazul (Thresher et
al., 1998, Lin, 2002)‘ ‘ : e :

Por _ser_los criptocrom restructuralmente

" et :al., - 1998).

res de ﬂavma, el
ADN (Emery et. al.,

: n’su éspectro de absorcién
eﬂla ]uz ( 350 450 nm) Estos plgmentos absorben la.luz y transmiten la sefal
eleclromagnétlca al’ -reloj molecular (Sancar, -2000). - Se desconoce con exactitud el
,,mecamsmo de» seﬁallzaclén del criptocromo, sin embargo se sabe que en las plantas la
:seﬁ‘aiizécién' del criptocromo conlleva la actividad de éxido-reduccién mediada en parte por

*el sitio de unién a la flavina (Lin, 2002). Recientemente Lin y cols. (2001) reportaron que
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el mecanismo de senahzncnon del cnptocromo de Drosoplnla estd asocmdo aun cambxo en -

su estado de xldacnén ",n el quc mtervxene este: mismo cofactor tras remblr ja- qu. o

Aparcntememe, la acuv:dad redox conduce al camblo conformaclonal del cnptocromo,- :

"'alterando su estado dc fosforllacxén 'y sus re]ac:ones con otras protefnas a las que se une y"

; desencadena asl 1a propagaclén de Ia seﬁal (Lm, 2001 Froy et al 2002)

Olros procesos celulures estan’ mvolucrados en la propagnc:on y transduccnén de la seﬁal y -

“en la regulacné de Ia 'etroahmentaclén de los cnﬁtocromos. ademés de la regulamén

cofactores se hayan conservado pare

' - correcto de la molécula (Lucas y Fosl r, 1999)
341 Drbsapmjla

La ablacién de los o;os, [ las mutacmnes en la via de fototransduccién visual en Drosophila

reducen, pero no lmplden, la smcromzacnén de los relojes circadianos a la luz, lo que indica
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"marcapaso circadiano 'y cry (Emery ét al 1998) La evidencia antenor mdxca que el gen cry

pﬁso molecular de 60 kDa (Emery et al., 1998). Bajo un régimen
nﬁnimos de CRY ocurren en ZT11-13 y los niveles maximos se

embargo en obscuridad constante los niveles de CRY se

o mcrementa a ) Iargo de las-24 h, comenzando a acumularse durante la primera hora del

i dia subjeuvo, alcanzando sus niveles maximos al final del mismo y comenzando a

24



acumularse de nuevo al dia snguxente pamendo dc Ios niveles que alcanzo la noche anlenor'

,(Emely et al. 1998) Es(os hallazgos mucstran que os\'mveles de CRY en Dra:oplula son

mﬂuxdos de manera lmporlante por la qu, snendo lap o(eiha muy mestable durame eldiay

estable durante la noche (Emery et a] 199 'stuvregulaélén féuca a mvel poslmduccnonal
'y el hecho de que al sobreexpresar CR c_renicnle la sensibilidad de las moscas a la luz

“de ba_|a intensidad suglere que“ CR uggd;lun"pépel: enla fbtorreéépgién de Drosophila

(Emery etal,1998). e S

.La mulaclén cty (cry ba fecta al smo de umén a ﬂavma de CRY provoca que la

capaz de autorregular su propxa expre516n (Slanewsky et al., 1998).

vritmlcan"tente ba)o condiciones de luz (Emery et. al 2000) y obscuridad

001 y Rosato et aI ; 2001) ‘Es probable qu uﬁa acc

“-que ‘active a CRY nuevamente yle perrmta umrs av

(Rosato et al 2001) El trimero que se forma permlte que CR entre, al nucleo (Ceriani et
1999), evita que TIM se degrade e lmplde que el dimero PER/TLM inhiba al factor de
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lranscnpctén ;CLK/CYC esdecir,’ impide quc reahce su': funcid de relroallmenlacwn .

¢ smcro izacion en la expresxén n'tmlca de pery tim, se ha sugerido que otro fotorreceptor de

P Ia via vnsual si romza este cxclo en las moscas. actuando como una via redundante a los

; cnptocromos (Devlm y Kay, 2001)
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A

"'<‘ luminoso

Figura 5. El CRY de Drosophila funciona como fotorreceptor circadiano al
integrarse al complejo PER/TIM de manera dependiente a la luz, provocando
la supresidn de la retroalimentacién negativa de PER/TIM sobre la actividad
transcripcional de CLK/CYC. E! bloqueo permanece hasta que CRY se
degrada.

La conservamén de los sitios de unién a ADN de la fotoliasa en el CRY de Drosophila

penmten : uponer que, ademés de su funcién fotorreceptora, CRY podria actuar como un

factor transcnpcmnal Y por lo tamo pamclpar directamente en el reloj circadiano como

parte mteg 1del ma ¢ apaso e las neuronas laterales (Emery et al., 2000).

t ado que CRY tamblén se _expresa en tejidos ajenos al SNC como las antenas
'y lns patas delanleras Dwersos estudxos han encontrado que el papel de CRY en el sistema
circadiano ,penfenco difiere de aqpel quc juega en el SNC y que existen diferencias

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

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

un componente de la sincronizacidén no fética, como la termorrecepcién (Hall, 2000,
Krishnan et al.,, 2001 y Rosato et al., 2001).
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El sistema que permite reajustar el reloj dc Drosoplnla es muy verséul ya que | cuenta con

criptocromos (Hall, 2000),

excelencia (Lm et al., 2001),

del plco de actwndad e la:tarde, mientras qu los OJOS contnbuyen a ajustar el pico de

o actlwdad'dewa maftana - bajo ; condiciones - L:O. En conjunto, estos fotorreceptores le

B pe_mpler) a la'mosca mediar la sensibilidad a'la luz a lo largo de distintas longitudes de onda
(Hall, 2000 o

; " ‘3,4 kVM’avmife‘ros_

En los mami TOS, la mfo'
para delemlmar la hora d

lransmmén de la luz a]' : (Foster, 1998 en Stanewsky et al., 1998) y se

sugxerc que es. ah{ ol : se locahzan los fotorreceplores de {os mamiferos (Sancar, 2000),

aunque aun se descon ela naturaleza exacta de todos ellos.

Hasta hace poco txempo, el hecho de que los fo(on‘eceplores extrarretinianos participaran en

Ia smcromzat:lén i el” marcapaso a los ciclos -de - luz-obscuridad, como lo hacen en

Drosoplula, no era"comp]elamente aceptado y se atnbufa esta funcidn exclusivamente a la

via renmana( g Sm embargo, ahora  se dxspone ‘de evidencias que apoyan la funcién
‘ fotorreceptora de los cnptocromos en los mamiferos.

A pesar de que el espectro de accién de los mamiferos coincide con el espectro de aquellos
fotoplgmentos basados en opsinas (510 nm) y no con el de los criptocromos (350-450 nm)

,(Sanca_r, 2000), en los ratones con degeneracnén renmana, es decir, con una degeneracién

"+ _en los conos y bastones causada por la mutacién rd/rd, se produce la pérdida de la visién

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

aplicacién de pulsos de luz (Foster, 1991 en van der Horst et al,,1999) y de presentar
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enlro de un especlro de'

o o en telrapxrroles (Thresher et al;

‘en las células ganghonares de la

v cnrcadlano, responsable de Vllevar

(Morse y Sassone Corsn 200 ).

: La luz en los snstcmas clrca» cnplocromos de Ias células

ganghonares y de la capa 1 envxada a; través del tracto
ap ada por las opsinas de los
través de Ia vfa visual) es transducida
oneza cerebral (Sancar, 2000).

fas’ como respuesta a la luz puede deberse
ghonares alos receptores en las neuronas del
forma andloga al TIM de Drosophila (Morse
or o tanto, el proceso de transducclon luminosa por el
Ia>recepc16n neuronal dlrecta del criptocromo, como en’

sei’ial una vez captada es transponada en forma de una

kale, pequeﬂos y parcxalmente transparentes como las'

ente en'el cuerp y sincronizar a Ios reloles penféncos, -

ue’el ‘de tnb;yz es abundante en la capa interna nuclear de la

Aty clrcadxanam nt

retma y ‘no scxl (anﬁn ‘et aI 1999). Se sabe que la transcripcién de meryl no esta
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reguladrx por la luz (Miyamoto y Sancar, 1999) y s'e suéiere que la ritmicidad circadiana en
la transcripcién de su ARNm es controlada por el factor de transcribcién CLK/BMALI 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 mery2, la ritmicidad que se observa en su proteina
debe ser causada por procesos post-transcripcionales (Lucas y Foster, 1999).

Los criptocromos mCRY! 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 ur1a i
hora en el periddo del ritmo locomotor en O:0, presenta fallas en la induccién por la luz de :

per] y-en condlcrones L:O 12:12 mantiene los niveles de mperl cercanos a los’ de su

‘j-~méX|ma expre' ‘én (van der Horst et al., 1999) La mutacién de mery2 por el eontrano, o

. ondxmones L O 12 12 (Thresher et al 1998) En 0 O los mutantes de‘ :

0:0° (Thresher et al 1998) ‘Las mutaciones en

' "funclén de] com ¢ LK/BMALI (Flgura 6). La translocacién de mPER3 requiere de un
~,Vtrlmero para llevarse a cabo (Kume et al., 1999). La asociacién de los criptocromos con

TIM es posrble, espeelalmente para mCRY2 (Lucas y Foster, 1999 y Sancar, 2000) y al
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unirse con mPER I‘acnhlan su lranslocac:on al nucleo (va

al., 1999 y Sancar. 2000) donde. acluan en el asa de" re

' mhnbldores del dimero CLK/BMALI (Kume et aI

1999) pues 1

(Gn ﬂ'n cl al 1999) (Flgura 6)

e .cnptd romos bloquean Ia transcnpcnén de mperl de forma mdep
o el comple_jo CLK/BMALI (anfn et al 1999) Sin embargo,

1999) y ademas se ha

onal con TIM (Gnﬂ'm et al

'.represor més fuene que mCRY2, y mPER2 es.un

represor més fuerte que mPERl (Oster ‘et al,, 2002). Como alternativa, Allada y cols.

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

Figura 6. Los criptocromos de mamiferos son componentes integrales del reloj

estinuloe  molecular en ratones y se sugiere que también tienen una funcién fotorreceptora.

luninose  ,yCRY1 y mCRY2 sc asocian a mPER y funcionan como inhibidores de la
actividad transcripcional del dimero CLK/BMALIL. Por si mismos, los
criptocromos son potentes represores transcripcionales, mCRY1 actia sobre CLK
y mCRY2 sobre BMALL. (modificado de Kume, 1999; Hall, 2000)
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Estas investigaciones nos conducen a la conclusién de que ambos cnptocromos tlenen una
funcién fotorreceplora antagonistica para el ajuste del relo_| por la qu, y ambos son tamblen
componerntes mlegrales del reloj central que mleractuan con los componentes prmcnpales

‘del asa negativa de retroahmenlacnon del marcapasos (Griffin et al., 1999 y Kume et aI

1999) en.el cerebro (Knshnan ct al., 2001) (Flgura 6).: mcryl podna ser la oscdaclén o

- 'clrcadlana dommante deI marcapasos ‘de mamiferos (Kume et al, 1999), mlentras que -

mcr;yZ actuarfa principalmente como una molécula fototreceptora, que al |gual que las
‘fqlqhasa's,,posee una funcién-en la obscuridad y puede participar como parte del

marcapasés (Griffin et al., 1999).
3.5 El acocil como modelo para el estudio de los ritmos circadianos

Los acociles son crusticcos decapodos de agua dulce y son los invertebrados
dulceacuicolas moviles mas grandes que se conocen (Holdich, 2002). Algunos acociles
como Procambarus clarkii son organismos fisioldgica y conductualmente muy adaptables.
Se consideran especies clave del sitio en que habitan y tienen un .impacto biolégico
importante debido a sus actividades tréficas, yzi que son omﬁf\}orc;s‘ 'pei‘p p!‘incipalmente
dcpredadores (Holdich 2002) : St

retmlana, mcluyend los ntmos en el electroretinograma y en las migraciones de los

: 'plgmentos retmale (FanJul-Moles y Prieto-Sagredo, 2003). Estos estudios confirman la

32



exnslencna de varios mdrcapasos clrcadnanos dlSll’lbuldOS d'lo largo dcl snstcma nervioso en

le] comportamnento y de las funcxones metabéhééxs (Fanjul -Moles et. al, 1998). La

kactxvndad de los acoclles esta regulada por la presencm o ausencia de luz. Lamuda y la

~reproduccn5n parecen estar fotopenodlcamente reguladas (Fanjul et al.,1998). Los ritmos
-ytcm:adlanos pueden ser sincronizados por ciclos de luz a través de fotorreceptores

cnrcadlanos retlmanos o extraretinianos (Fanjul-Moles, 1998; Prieto-Sagredo y Fanjul-
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Mo]es, 2001 Page, 2001' Fanjul Moles y Pnelo-Sagredo 2003). En’ 1975 Page y Lanmer (N

demostraron que 1a ritmicidad en la acuvxdad locomotora permanece lras la ab]acu!m de los_

-pedunculos ocu]ares suglnendo ue el gangllo supraesofz’xglco cra el “origen “de dlcha‘

’ hcuwdad La evxdencm sugxere que el fotorreceptor pnncxpal para la sincronizacién de los

nlmos en‘cl acocnl sc Iocallza en el cerebro, pero para que exista una ritmicidad normal se

requlere (anto “de” los lobulos 6pucos como de -los lobulos cerebrales (gangllo

supraesoféglco), ya’ que la lesxén d 'alguna de éstas estructuras -afecta a la ritmicidad,
aunque no . la supnme Las vestngacnoncs mdxcan ‘que ambas estructuras contienen
oscxladores circadianos, pero se desconoce la’ forma en que se integran las salidas del reloj

(Page yLanmer, 1975 Page, 2001)

k' = de Ios fo I eptores vxsuales y extraretmxanos (Fanjul-Moles et. al., 1987; Prieto-Sagredo
., 2001). La luz es un factor dominante en el proceso de muda y en la

maduracuSn gonadal en estos organismos (Castafién-Cervantes et. al., 1995 y Fanjul-Moles

et al 2001)
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Esludnos reahzados por I‘anjul-Moles y l"ucntcs Pardo cn 1988 mostraron que. exnslen ‘

varmclones mgmf’calnvas en la deleccnén de la luz monocro tica'a lo largo del desarrollo i

" del acoc:l Duranlc la onlo;_,enla de P, clarkii la sensxblhdad a‘la‘juz'de longltudesk dc onda o

T corta (azul y UV) es'la primera en aparecer, desarrolléndose con apidez duranle las :

prlmeras scmanas de desarrollo. Conforme el acocil se dcsarrolla aparcce la sensxbllldad a:

’_longlludes de onda mis largas (verde 'y roja), ‘la cual predomlna

e senslbllldad a la luz azul prevalece. Estos autores sugneren que el snstema cxrcadmno de”

otorrecepcxén de onda corta involucra la regulacién neural, mlentras que el de’ onda_larga ’

nvolucra al sxstema ‘endocrino, en especial a la glandula sinusal (Fan_]ul Moles y.Fuentes- - o
ardo, 1988)

“EL espectro lumlnoso del ntmo electroretmogréﬁco (ERG) del acocu 'cambxa de manera""_w

vSImllal' durante eI desarrollo, Vanando su sensibilidad a la luz (FanJul-Moles et ‘al.;
Eslos trabajos sugleren la existencia de dos receptores cnrcadlanos, uno encargado de la_' S

;detcccnén de luz de onda corta, y otro de la deteccién de luz de ondn larga

En’ 1996 Bernal-Moreno  y cols. construyeron una curva’ de sensxblhdad dek s:stema'

{ c|rcad|ano a1a luz azul donde se mostraban avances de fase durante el tardecer y la noche

~’subjetiva temprana y retrasos de fase alrededor de la noche tardia yel amanecer ‘Esta curva

‘de rcspuesta a la luz azul, junto con el espectro de accnén de la fotosmcromzacxén del ritmo

T deI ERG llevan a proponer a los criptocromos como’ uno de os grupos de fotorreceptores

involucrados en la sincronizacién de los ritmos mrcadlanos en P c[arku
4. Planteamiento del problema

Las investigaciones sobre los ritmos locon':otore.s"y del ERG del acocil P.clarkii han
demostrado que existen dos grupos de fotorreceptores involucrados en Ia sincronizacién del
reloj biolégico en esta especie (Fanjul-Moles et al.,1992, kMi‘randa-Anaya y M. L. Fanjul-
Moles, 1997; Bernal-Moreno et al., 1996). El espéct'ro de ‘acéiéﬁ de la fotosincronizacién
del ritmo ERG muestra que uno de los picos se encuentra en los 430 nm (Fanjul-Moles et
“eal, 1992), que corresponde con el espectro  de acctén del’ criptocromo (350-450 nm)
'(Sancar 2000). Lo anterior plantea la- posibilidad de que uno de los fotorreceptores

involucrados en la sincronizacién de los ritmos en P. clarkii sea un integrante de la familia

35




de los cnplocromos, al xgual que en D osop/ula (Emery et al., 1998) Por otra parle, no se :

puede dcscartar que la familia de CRY en los acociles juegue un papel dlferente al de la ‘

fotorrecepcxén clrcadmna como sucede en los mamiferos. En los ratones se enconl 6 que .

7. Maicf:a!és y métodos

:  7.1 AI’II‘III’(I[ES
"Se émpléax_‘on 36 acociles machos adultos de la especie Procambarus clarkii provenientes

"de' la localidad de Delicias, Chihuahua (27" 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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lcmperalura constante de 20-22° C y filtro blologlco y se allm taron con verduras cocidas .-




Tubo | BSA (L) | NaCl 0.15M (aL)
I | 00 [ 1500
2 75 | 14a2s
3 150 |- 13500
. 10 >0
5
6
7
o

3.2 Determinacion de proleinas

: Se colocaron 7; 5 pL de cada una de las muestras de cerebro y ojos en tubos Eppendorf. A
; cada uno se e aﬁadrcron 142 5 pL de NaCl 0.15M y 1.5 mL. de colorante de Bradford (Bio

': Rad) Se mldlé a absorbancm de todos los tubos y los valores se introdujeron a la ecuacién

- despejada de Ia curva estnndar para calcular la cantidad de proteinas totales presentes en

" “cada muestra o
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7.4 E/ec;‘bfé){bsié i Western Blot - -\

; homogenelz
'I

.Oll'OS ca

azul se encontraraa 1 cm del borde inferior del gel.

Las proteinas se transfirieron a una membrana de mtrocelulos
Pharmacxa ontech) con ayuda del -Mini Trans- Blot (B

mmutos Después de sumerglr la membrana en TBS, 20

- se bloquearon los smos de umon no especﬂ'cos

una dilucién 1:800 en una sofuclén de gelalmﬂ 1% en TTBS (Immun Blot Assay Kit de Bio

Rad) y se.incubd toda la. noche a temperatura amblente Al dm sngunente cada membrana se

on TTBS en penodos de5 min y se le afiadié el anticuerpo secundario, una

li-inmun globulm' de _conejo en cabra acoplado a peroxldasa de rabano, en una dilucién
3000 (Bxa Rad) en una solucnén de gelatma 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 penodos de S mm se revelé con dlammo-benc1d|na (DAB) (10 mg DAB, 20 mL
. PBS 2 pL H;0; al 30% ) durante 45 min. La reaccién se detuvo con dos lavados de 5 min

“de’ agua dest;lada y Ias membranas se deJaron secar prensadas en papel filtro.
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_ Se realizaron 3 repeticiones de electroforésis y Western blot ¢on las mismas muestras.

7.5 Andlisis -

estimadores como la acrofase, el mesor, la amplltud y el porce a_|e del ntmo (Duran, s
2002). -

v8. Resultados
8.1 Cercbro
Las figuras 8 y 9 muestran las oscilaéidﬂés de la abundancia de CRY en el cerebro de los

acociles sacrificados durante las:pr'inieras 24 h de obscuridad constante. Los datos fueron

obtenidos utilizando dos métodos dlstmtos 1) ‘medicién de la intensidad de las bandas y2)

medicién del area de las bandas En lo cronogramas puede apreciarse que la minima

- expresién de CRY se producek‘a l_as 15 Ol‘h, que corresponde a la segunda mitad del

periodo de exposicién a la luz bajo las ‘co'ndiciones previas de sincronizacién (L:O 12:12).

A partir de las 15:00 h la exprésiéri 'de CRY va incrementandose hasta alcanzar su pico
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9 se’detectd un

maximo 12 horas mas larde (3 00 h), du ante la noche tardla En‘la f'gu

dCRY  3:00 7:00 11:00 . 15:00 - 19:00 ‘ 23:00 MM
m ;ﬁ‘ug:.”, FEEE PR -

v U RGN _ .. 60kDa

Figura 7: Western Blot de los cerebros de los acociles sacrificados a

lo largo del primer dfa de obscuridad constante, Las bandas muestran

el criptocromo detectado utilizando anti-CRY de Drosophila generado

en conejo (Alpha Diagnostic). dCRY= control positivo, MM=
dor de peso molecular, -
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. area relativa de las bandas

(6.2°8 8 10111213 141516 17 18 19 2021 22 23 24 . ..
" lrempu(h)

- ra 9; Cronogmma dela cxpresuSn de CRY en los cerebros dc los

acociles sacrificados’ durante el primer dia de obscuridad constante.
Los puntos corresponden a la' media £ EE. n =3. Los asteriscos
mugstran  diferencias  significativas en la prueba pa.rt hac LSD

(P<0.05).
Tabla 1: resultados de COSINOR para las muestras de cercbro y pedinculos ocul disectado dumhié el :
primer (1 0:0) y el tercer dia (3 O:0) de obscuridad constante. ) SR
Muestra Periodo (h) | Mesor Amplitud Acrofase PR B4 .
Cerebro 10:0 | 25:00 0.91+0.06 0.34+0.07 21.02+0.30 87.76 0.000*
- | Cerebro 30:0 | 20:30 0.82+0.03 0.1840.04 18.44+0.42 66.56 0.007*

12:00 0.82+0.02 0.17£0.03 10.02+0.27 44.66 0.007*
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*
QOjo 30:0 25:30 0.7820.06 | 0.17+0.08 18.01£1.53 |51.45 0.074

* los datos son significativos
_periodo: duracién de un ciclo completo de la oscilacion; intervalo entre dos puntos de referencia idénticos en
: la onda
. - mesor: valor alrededor del cual oscilan Jos datos.
‘amplitud: es 1gua| a la mitad de la diferencia entre los valores miximos y minimos de la oscilacion.
) ‘acrofase: tiempo en el que se alcanza la cresta de la funcién de la curva con el mejor ajuste.
V_, PR= pqrcéntaje del ritmo = porcentaje de los datos incluidos en el limite de confianza del 95% de la funcién

- coseno con mejor ajuste.
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-En'los érorfoéramas de las figuras l ] y 12 se observa Ia abundancna relallva de CRY en los :

E’mimma de CRY_ resullé ser sngmﬁcauva enla prucbé )zosl Ilac LSD (P<0. 05)

La amphtud de ]a oscnlaclén se amomgué en’un

'06% (Tabla 1) con respecto a Ta

kphtud del ntmo presente en el pnmer dfa en obscuridad constante Las fguras 11y12:

sugxeren que la fase del ritmo se adelanm n el cef dia’ de obscuridad constanle, al.
alca.nzarse los niveles mas altos de CRY alrededor de 4 u'8 h antes de lo observado en el

- primer ‘dia de O:0 (Fig. 8y 9). Postenormente Ios mveles de CRY decaen.

dCRY 3:00 7:00 11:00 15:00 19:00 23:00 MM
- it Wi e SR et . gokDa

.

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 Drosophila generado
en conejo (Alpha Diagnostic). dCRY= control positivo, MM=
marcador de peso molecular,
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intensidad relativa de las bandas
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Figurn ll:‘fCrdﬁogrnnﬁ‘dg Ia cxpfcsién, de CRY: en-los
cerebros de los acociles sacrificados durante el tercer dia.de.
obscuridad constante. Los puntos corrcspondcn a la mcdm &
EE. n=3 EEPEE :

area retaiva de las bandas °
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Figura 12: Cronograma de la expresiéon de CRY en los
cercbros de los acociles sacrificados durante el tercer dia de
obscuridad constante. Los puntos cotresponden a la = EE, n =3,
Los asteriscos muestran las diferencias significativas detectadas
en la prueba post hoc LSD (P<0.05).
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8.2 Peduinculos oculares’

dCRY 300 7:00 11:00 15:00 19:00 23:00 MM

— s NS G RO i ~-—  60kDa

Figura 13: Western Blot de los pedinculos oculares de los acociles
sacrificados a lo largo del primer dia de obscuridad constante, Las
bandas muestran el criptocromo detectado utilizando anti-CRY de
Drosophila generado en conejo (Alpha Diagnostic). dCRY= control
positivo, MM= marcador de peso molccular.
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Figura 14: : Cronograma de la expresién de CRY en los
pediinculos oculares de los acociles sacrificados durante el
primer dia- de obscuridad constante. - Los puntos
corresponden a la media & EE. n =3, .
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area relativa de las bandas
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Figura 15: Cronograma de la expresion de CRY en los
pedinculos oculares de los acociles sacrificados durante el
primer dia de obscuridad constante. Los puntos corresponden
a la £ EE. n =3, Los asteriscos muestran la presencia de
diferencias significativas en la prueba post hoc LSD
(P<0.05).

En las fi guras I7 y 18 se pueden apreclar las oscilaciones de CRY en los pedinculos
oculares de‘ los acaciles sacrifi cados a lo largo del tercer dia de obscuridad constante. El
" pico de abv 'ndanclla de CRY och ea las 3:00.h (Flg 17)ya las 23 00. (Flg 18); mientras
¢ - 0 h fgura 17 y 18 aunquc en la ﬁgura 18 se aprecia

“un valle mds pro

pruebas pasl hoc LSD no encontraron dxferenclas

i ”slgmf'catnvas entre el plCO y l;valle de la oscxlacnén

CLE ritmo de CRY en los pedunculos oculares del tercer diaen obscundad constante no pudo

: ser aJustado por COSINOR a mngun penodo de forma sxgmf catlva (Tabla 1).

dCRY 3:00 7:00 - 11:00 15:00 19:00 23:00 MM
Mo TR W N uviw i SRR
e R .4 60kDa

Figura 16: Western Blot de los pediinculos oculares de los acociles
sacrificados a lo largo del tercer dia de obscuridad constante. Las
bandas muestran el criptocromo detectado utilizando anti-CRY de
Drosophila generado en conejo (Alpha Diagnostic). dCRY= control
positive, MM= marcador de peso molecular,

46 TESIS NN
FALLA DK UnIGEN




ihlepsidad relaliva dé l2s bandas

 area relativa de las bandas
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Figura 17: Cronograma de la expresion de CRY en los
pediinculos oculares de los acociles sacrificados durante el
tercer dia de obscuridad constante. Los puntos corresponden
a la media % EE. n=3,

Figura 18: Cronograma de’la’ expresion’ de’ CRY :en  los'
pediinculos oculares de los acociles sacrificados durante el tercer -
dia de obscuridad constanlc. Los pumos corrcspondcn ala medla
+EE.n =3 o : .
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9. Discusién

: Los cnplocromos son prolefnas altamcnte conservadas a lo largo de la evolucmn. como se
.hn vns(o en ‘bacterias (Brudler et al., 2003), ken plantas (Lin, 2002), y en ammales como-

Drosoplula, el ratén y 'los- humnnos (Emery el al;, 1998) Los: anucuerpos contra el

‘ crlptocromo de Dr osoplula (CRY) d‘ lectaron cnplocromos en todos los Westem blots que .

se" reahzaron. tanto en los pedunculos oculares como en los - cerebros de los acocnles

F'Pclarlcu'(Flgura 7, 10,13 6 LaApresencla del cnptocromo :en es: estructurasv

: propueslas comokmarcap de los ntmos cnrcadlanos en el acocxl (Pag 2001), asn como

1icidaid (Erﬁer‘y"et al., 1998), el

n los peduncu]os oculares as oscxlacxones del criptocromo resultan significativas durante

el brlmer dia en O 0 (P<0 05 Tabla 1); sin embargo dos dias después se amortiguan y
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canudades adecuadas de muestra en cada uno de los camles de los geles, lo cual no exenta

de la posibilidad de haber comelldo errores de carga. Sin embargo se considera que su
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ue pudieran afectar al

expenmentos En general Ios errore

intensidad y mayores para las del 4

se requlere para Ia medlmé ‘del a e no incluye el programa Gene Tools aI

reallzar la medlclén de man
-El programa COS]NOR aj

: cosmusondal d

acién cnrcadlana detectada en cerebro a un ntmo"
05), ‘este resultado coincidié con los datos
- obtenidos de,u»nad 'donde todos los puntos experimentales (3 00,
7:00, 11:00, ,1‘”

P<0001) Ambos sistemnas:de  anlisi

esultaron significativamente distintos (F=9. 3919

dan valldez al descubrimiento de una oscilacién

endogena del cnplocromo en el cerebro del acocﬂ
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10. Conclusiones

. Protemas pencnecnemes a la famxlla dc los cnplocromos sé expresan en las eslructuras

marcapaso del a ocxl P clarku, especif’ camcme. en los pedunculos _

cerebro. .

) lummosas,k Ias

esta estrucwra.
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