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Resumen

Desde el origen de la vida en la Tierra, todos los organismos vivos han estado evolucionando
bajo una fuerte presion de seleccion: el ciclo de luz/oscuridad de 24 h de duracion. Este hecho
generé que durante la evolucion surgiera un sistema que permitiese a los organismos ajustarse
temporalmente (sincronizarse) a esta oscilacion luminica de 24 h: el sistema circadiano. Los
ritmos circadianos son oscilaciones de aproximadamente 24 h de periodo, que pueden ser
evidenciadas en todos los niveles de organizacion bioldgica. El sistema circadiano en los
mamiferos, consiste de: i. un reloj central cerebral localizado en los nucleos supraquiasmaticos
del hipotalamo (NSQ), que genera y sincroniza los ritmos; ii. vias eferentes que transmiten
sefales neurohumorales desde este reloj central, imponiendo una periodicidad circadiana
sobre el resto del organismo; vy iii. vias aferentes que detectan y transmiten claves temporales
para la sincronizacion del reloj. Estas claves son tanto de naturaleza endbégena (p. ej.,
feedbacks hormonales, metabdlicos) como exdgena (ambientales), siendo la luz la mas
importante para sincronizar al reloj central. En organismos con organizacién jerarquica como
los mamiferos, la sincronizacion por luz del reloj central cerebral mantiene una homeostasis
fisioloégica circadiana coordinando temporalmente osciladores periféricos del organismo. Para
poder estudiar la respuesta del sistema circadiano, es necesario analizar las salidas ritmicas
fisioldgicas y comportamentales del reloj, como por ejemplo el ciclo de actividad/reposo. Los
hamsters realizan una gran actividad volitiva en rueda, permitiendo obtener muy buenos
registros de esta variable en series temporales que son observadas en actogramas. Bajo ciclos
artificiales de 14 h luz: 10 h oscuridad (LO 14:10) en el laboratorio, estos animales son
nocturnos. Tipicamente en la naturaleza los roedores nocturnos salen y entran de su cueva
durante la noche evitando exponerse a depredadores (mayormente diurnos en el curso
evolutivo). Tanto en condiciones de laboratorio, como en la naturaleza, el sistema circadiano se
encuentra sincronizado al ciclo luminico exégeno. En cambio, cuando los animales son
mantenidos en condiciones de oscuridad constante (OO), el reloj biolégico endégeno pierde las
claves temporales sincronizadoras del ciclo de LO y entra en libre curso, Fernando Martin

Baidanoff - 2017 7 siendo el propio reloj enddgeno el que mantiene el ciclo de actividad/reposo.
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En estas condiciones, pueden administrarse estimulaciones luminicas breves [pulsos de luz
(PL)], simulando los crepUsculos naturales, para modificar la actividad del reloj circadiano y
estudiar su capacidad de sincronizacion. La sincronizacion fética del reloj biolégico en
mamiferos se entiende facilmente si se traza el paralelismo con poner en hora un relgj
analogico. Mover hacia adelante o hacia atrds las agujas del reloj biolégico, se logra
adelantando o retrasando la fase de su oscilacion circadiana endoégena. Retrasos y adelantos
de fase del ritmo circadiano de actividad locomotora de hamsters son generados por PL
durante la noche subjetiva temprana o tardia, respectivamente. Este protocolo experimental
permite analizar la accion de diferentes agentes farmacoldgicos sobre la sincronizacién fética
de mamiferos. La cascada de transduccion de sefiales involucrada en la sincronizacién por luz
requiere la activacion de la Oxido Nitrico Sintasa neuronal (nNOS) y el incremento en los nivles
de Oxido Nitrico (NO). Sin embargo, rio debajo de ésta enzima, la via se bifurca: en el caso de
los adelantos, el NO intra- y extracelular activa Guanilato Ciclasa soluble (sGC) causando un
incremento de guanosil monofosfato ciclico (cGMP); mientras que para los retrasos de fase, el
NO genera la apertura del receptor de Rianodina tipo Il (RyRlIl) del reticulo endoplasmatico,
cumpliendo un rol exclusivamente intracelular e independiente de cGMP. Estas dos vias del
NO son las cominmente conocidas como via dependiente e independiente de cGMP, que para
el caso de la sincronizacion del reloj central, coincide con una via extracelular o intracelular del
NO, respectivamente. Estudios en otras estructuras cerebrales proponen que la accién dual de
la NNOS estaria relacionada con la capacidad de generar tanto NO (mensajero gaseoso) como
Glutation-S-nitrosilado (GSNO), éste ultimo generaria la apertura del RyRII por Snitrosilacion (y
oxidacioén) de cisteinas conservadas del receptor. En contraste, la activacion inicial de la sGC
se logra mediante la coordinaciéon por parte del NO del grupo hemo en el sitio activo de la
enzima. Uno de los principales objetivos de esta tesis es contribuir en el conocimiento de los
componentes moleculares participantes de la cascada de transduccién de sefiales foticas, lo
cual permite establecer blancos para nuevos farmacos capaces de modular Fernando Martin
Baidanoff - 2017 8 la sincronizacion del reloj (cronobiéticos). Con este objetivo, se han
empleado diversos compuestos, evaluando sus efectos sobre los cambios de fase inducidos
por pulsos de luz, o en protocolos de resincronizacién al ciclo LO (jet lag), analizando también
su efecto a nivel del reloj central molecular. El capitulo 1 consiste en la evaluacion de las
propiedades cronobidticas de un dador novedoso de NO gaseoso [radical (eNO)], N-nitroso-
melatonina (NOMel). La administracion periférica de NOMel potenci6 los adelantos de fase
inducidos por luz en animales en OO y acelero la tasa de resincronizacion en modelos de jet
lag (cambios del ciclo de LO), sin tener efecto sobre la via de los retrasos. A nivel del reloj
central, se demostré que esta potenciacion fotica induce una mayor expresion de la proteina
reloj PERIOD1 (PER1) en los NSQ. Los efectos de este dador exdgeno de NO, se mantuvieron
al inhibir la sintesis de novo de NO por co-administracion central de LNAME. La medicion de

los metabolitos del NO (nitritos y nitratos) en homogenatos de NSQ luego de la administracién

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



de NOMel permite corroborar la funcién de dador de eNO a nivel central de esta droga, y
descartar un efecto de biodistribucién diferencial en la administracién en la noche temprana vs.
tardia. En contraste con lo anteriormente publicado por nuestro grupo con S-nitroso-
acetilpenicilamida (SNAP), NOMel so6lo potencié la via de los adelantos, es decir, la via
dependiente de cGMP y del eNO como mensajero extracelular. En el capitulo 2, se estudié por
administraciones i.c.v. (intra-cerebro-ventriculares) la capacidad cronobiotica del agente
antioxidante N-acetil-L-cisteina (LNAC) y de otros dadores nitrérgicos con distinta tiofilicidad y
capacidad oxidativa: Sal de Angeli (SA) un dador de nitroxil (NO- ), y GSNO, un dador de eNO
y trans-S-nitrosilador. El agente antioxidante LNAC atenué tanto los adelantos como los
retrasos de fase inducidos por luz, probablemente su descripto accionar como agente des-S-
nitrosilador y/o scavenger de NO/GSNO podria estar interviniendo en ambas cascadas de
transduccion de sefiales. Por el contrario, GSNO potencidé tanto los adelantos como los
retrasos de fases inducidos por luz. Sin embargo, SA mostro potenciar exclusivamente los
adelantos de fase. De esta manera, GSNO se asemeja al ya descripto accionar de SNAP,
promoviendo tanto la apertura del RyRIl (por S-nitrosilacion) como la activacion de sGC
Fernando Martin Baidanoff - 2017 9 (por eNO). Por el contrario, la SA se comporté como
NOMel, potenciando solamente la via de adelantos dependiente de eNO. Una diferencia
importante observada entre los dadores de eNO y el de NO- , fue la induccién farmacoldgica de
cambios de fase per se. Es decir, animales que no recibieron un pulso de luz, mostraron
retrasos de fase cuando recibieron SA, en contraste con NOMel, GSNO e incluso SNAP, los
cuales no inducen cambios de fase por si solos. Los retrasos de fase per se también fueron
observados por la administracion i.c.v. del antioxidante LNAC. A saber, en los Ultimos afios se
ha puesto en evidencia ritmos circadianos en diferentes componentes del estado redox,
intimamente relacionado con el estado metabdlico del organismo. La medicién del par redox
glutation reducido/oxidado (GSH/GSSG) en homogenatos de NSQ de hamsters realizada en
este trabajo, permitid6 confirmar que el propio reloj central presenta un aumento del estado
oxidado en la noche subjetiva tardia de este compuesto. Se hipotetiza entonces que la
inyeccion i.c.v. de LNAC al comienzo de la actividad generaria un retraso en el ritmo circadiano
redox, retrasando asi toda la maquinaria del reloj. Si bien aun no comprendemos cual es el
mecanismo, ensayos preliminares por inmunohistoquimica muestran la induccion de PER1 en
neuronas de los NSQ por tratamiento con LNAC, como correlato de la posible accion
antioxidante de la droga en el ajuste del reloj molecular central. Finalmente, el capitulo 3 se
focaliza en establecer si el estado redox podria modular el reloj circadiano molecular a nivel
post-traduccional, a través de oxidaciones por Snitrosilacion en proteinas reloj. Mediante
ensayos in vitro (células HEK transfectadas con pCMV Sport2 mPer2) y utilizando la técnica de
biotin-switch, hallamos Snitrosilaciones en PER2. A su vez, tanto para PER2 como para
BMALL1 (otra proteina reloj) se corroboraron modificaciones post-traduccionales por oxidacién

de cisteinas que afectan su comportamiento in vitro por generacion de homodimeros y
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agregados. Ensayos preliminares in vivo corroboran la presencia de homodimeros de BMAL1
en muestras de cerebro de ratdén. Estos ensayos permiten suponer una regulacién redox sobre
la propia dinamica del reloj molecular. Se adjunta ademas un ANEXO con el andlisis in silico de
la secuencia aminoacidica y de la estructura de PER2, que permite Fernando Martin Baidanoff
- 2017 10 arribar a cisteinas candidatas alojadas en los dominios PAS (Per-Arnt-Sim) de homo
y heterodimerizacion, los cuales son claves para el funcionamiento del reloj molecular. Para
finalizar, se propone un modelo que relaciona los cambios en el estado redox con la CRF
fética: el hecho de que exista un estado redox que oscila, le permitiria al reloj central, frente a
un mismo estimulo, disparar diferentes cascadas de transduccion de sefiales. Es decir, la
bifurcacién que ocurre a nivel de la nNOS podria deberse a cambios redox-dependientes de la
actividad de la nNOS. Frente a un estado reducido (es decir, GSH>GSSG) se hace viable una
cascada de trans-S-nitrosilacion, debido a que el producto mas probable de la actividad de la
enzima es GSNO; en cambio en un estado mas oxidado (GSH <GSSGQG) la via utilizaria al NO
COMO mensajero gaseoso.

Se propone entonces un analisis de la CRF desde un punto critico del estado redox, en la que
la regién de retrasos coincidiria con un estado reducido, y la de adelantos con un estado
oxidado. La bifurcacion entre atrasar o adelantar el reloj, ocurre en un punto critico del estado
redox neuronal, que se traduce en vias de transduccion de sefiales diferentes, siendo la via
que se active la mas favorable en el estado y lugar (e.g. localizacion intracelular) en el
gue se encuentra.

Finalmente, si bien a lo largo de esta tesis se ha hecho foco en el mecanismo
subyacente a la activacion de la nNOS, debe comprenderse que el sistema circadiano es parte
de la fisiologia de los organismos. Por lo tanto, ha de comprenderse también que virtualmente
toda enzima, receptor, o canal iénico, podria ser regulado tanto por el sistema redox como el
circadiano, posicionando al oscilador redox como un posible sincronizador endégeno acoplado

al oscilador molecular.
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GLOSARIO:

eNO oxido nitrico radical
3V tercer ventriculo
bHLH dominio bdsico hélice giro hélice (del inglés, basic Helix Loop Helix)

ccg gen controlado por el reloj (del inglés, clock controlled gen)
¢GMP  guanosin monofosfato ciclico

CRF curva de respuesta de fase

CcT hora circadiana (del inglés Circadian Time)

CysNO S-nitrosocisteina

DM dorso medial

eNOS oxido nitrico sintasa endotelial
GSH glutatién reducido

GSNO  S-nitrosoglutation

GSSG glutatién oxidado

iNOS oxido nitrico sintasa inducible
LNAC N-acetil-L-cisteina
LO ciclo de luz:oscuridad

nNOS oxido nitrico sintasa neuronal

NO oxido nitrico

NO’ nitroxil

NOMel N-nitrosomelatonina

NSQ nucleos supraquiasmaticos (reloj central)
(0]0) oscuridad constante

PAS dominio Period, Arnt, Sim

PL pulsos de luz (PLs, plural)

Qo guiasma Optico

RyRII receptor de rianodina tipo Il

SA Sal de Angeli (dador de nitroxil)

sGC guanilato ciclasa soluble

SNAP S-nitrosoacetilpenicilamina

TRH tracto retino hipotalamico

VL ventro lateral

T hora dada por el ciclo de luz:oscuridad (del inglés, Zeitgeber Time)
i.c.v. Admnisitracion intra cerebro ventricular
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. INTRODUCCION GENERAL:

La luz es la principal fuente de energia del universo y es, sin lugar a dudas, el estimulo
mas importante para la vida. De hecho, un factor crucial para el salto evolutivo que
permitio la generacidn de la diversidad de especies, fue justamente la aparicion de un
sistema que permitiese transformar la energia luminica en energia quimica, la
fotosintesis, con la consecuente liberacién de oxigeno por parte de organismos
fotosintéticos. El nicho oxigénico resultante dio lugar a la evolucidon de organismos
aerdébicos, quienes oxidando compuestos orgdnicos obtuvieron la energia necesaria
para la vida. Sin embargo, este estimulo luminico tan crucial para la cadena tréfica de
nuestro planeta, no se encuentra disponible las 24 h del dia. El movimiento de rotacién
de la tierra sobre su propio eje genera una alternancia entre dos condiciones
luminicas, la noche y el dia; un fendmeno que ha estado presente desde antes del
origen de la vida. Tal ha sido la importancia de este ciclo de luz/oscuridad (LO) para la
evolucién de los organismos, que el sistema que permitié el ajuste temporal de la
fisiologia y el comportamiento con este ambiente oscilante, resultd un cardcter
positivo seleccionado tempranamente y mantenido a lo largo de la evolucion. Es asi
gue los organismos generan variaciones de 24 h en sus procesos bioldgicos a lo largo

del dia, denominadas ritmos circadianos.

Il. RITMOS CIRCADIANOS

[I.LA. El estudio del tiempo en biologia

Existen observaciones muy antiguas que dan cuenta no sélo de cdmo y dénde ocurren
determinados procesos en los seres humanos, sino también de cudndo ocurren. Asi, a
mediados del siglo pasado una nueva rama de la ciencia se abrié camino en la biologia,
aquella que estudia la relacidn entre los seres vivos y su entorno temporal: la

cronobiologia (cuyo prefijo “chronos” proviene del griego, ‘tiempo’).

Si bien la historia de la cronobiologia es reciente, las observaciones de

comportamientos ciclicos en la naturaleza tienen larga data. Un relato de la mitologia
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griega cuenta la historia de una ninfa llamada Clythie quien enamorada del dios sol
Febo seguia su trayectoria por el firmamento; frente al desprecio de su amor y ya
muerta, los dioses del olimpo se apiadan de ella y la convierten en una flor, el girasol.
A su vez, Androsthenes, en su campaia al Oriente bajo la orden de Carlo Magno en el
siglo IV a.C., relatd que las hojas del arbol de tamarindo se movian “como siguiendo al
sol”. Estos relatos son ejemplos de lo que hoy en dia denominamos ritmos “exégenos”,
los cuales son estrictamente dependientes de claves ambientales externas (la luz
solar). Fue recién en el afio 1729 que se realizd el primer experimento clave en la
historia de la cronobiologia (ver Tabla 1). El astrénomo francés Jean-Jacques Dortous
de Mairan, observé que las hojas de la planta Mimosa pudica se abrian durante el dia 'y
se cerraban en la noche. Su experimento se basé entonces en determinar si dicho
fendmeno persistia aun en ausencia de variaciones en la luz solar. Para ello, colocé la
planta en un armario de modo de mantenerla en condiciones de oscuridad constante y
observé el movimiento de las hojas durante el dia y la noche. Para su sorpresa, la
planta respondia de igual manera, respetando el ritmo de apertura/cierre de las hojas
aun en ausencia del ciclo de LO. Asi fue como se obtuvo la primera evidencia de un
ritmo “enddgeno”, es decir, aquel que no depende de ninguna variable externa. Sin
embargo, el caracter endégeno de este ritmo fue comprobado mucho tiempo después,
cuando otras variables, tales como como la temperatura, el campo magnético y la

rotacion terrestre fueron efectivamente descartadas.
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TABLA 1. Breve historia del tiempo bioldgico. Hitos histéricos de la cronobiologia (para referencias y

explicacién detallada ver [1]).

1729 Publicacién de Jacques d’Ortous de Mairan sobre el movimiento de las hojas de Mimosa en oscuridad constante.
1751 Carl Linnaeus presenta su “reloj de flores” en su Philosophia botanica, para estimar el momento del dia de

acuerdo al momento de apertura y cierre de flores en el campo.

1759 Du Monceau demuestra que el ritmo del movimiento de las hojas es independiente de fluctuaciones en la
temperatura.

1832 Augustine De Candolle reporta la presencia de un periodo circadiano (22 h) en el movimiento de las hojas.

1880 Charles Darwin publica “The power of movement in plants,” incluye un analisis del “suefio de las hojas”.

1920s 1930s Estudios a cargo de E. Blinning sobre la heredabilidad de los ritmos circadianos.

1920s Descripcidn de ritmos circadianos enddgenos en la rata (C. Richter).

1950s Propiedades formales de ritmos biolégicos (C. Pittendrigh).

1959 Franz Halberg acufia el nombre “circadiano”.

1960 Primer Cold Spring Harbor Symposium sobre Relojes bioldgicos (C. Pittendrigh y J. Aschoff).

1960s Anélisis de ritmos circadianos en humanos bajo aislamiento temporal (J. Aschoff).

1968 Descripcién completa del reloj bioldgico en la glandula pineal aviar (M. Menaker).

1971 Descubrimiento de la mutacidn per en Drosophila (R. Konopka, S. Benzer).

1972 Rol de los nucleos supraquiasmaticos en la ritmicidad circadiana (. Zucker, R. Moore).

1976 C. Pittendrigh and S. Daan publican varios trabajos sobre las bases experimentales y formales en ritmos

circadianos en roedores.

1984 Clonado del gen per en Drosophila.
1988 Descubrimiento de la mutacién tau en hdmster.
1990s Descripcion del modelo de retroalimentacion negativa de transcripcion-traduccion del reloj circadiano en varias

especies, clonado y genes reloj.

1994 Creacioén del ratén mutante para clock.

1998-2000 Descubrimiento de las bases celulares vy fisioldgicas de la fotorecepcién no-visual en mamiferos; descripcion de
relojes periféricos circadianos.

2000 Clonado de la mutacién tau en hamster.

2000s Transcriptoma circadiano.

[I.B. Caracteristicas de los ritmos

Resulta importante en este momento introducir una descripcién de cuales son los
parametros para el estudio o caracterizacién de un ritmo diario o circadiano en alguna
variable bioldgica (Fig. 1). El periodo (1, tau), es el tiempo que tarda la variable en
completar un ciclo. La fase (¢), corresponde al momento del ritmo en el que la variable
adquiere un valor determinado. Se puede tomar como valor de referencia, o marcador
de fase, cualquier punto del ritmo (el maximo -como en el caso de la Fig. 1-, el minimo,
etc.). Estos dos parametros pueden ser definidos en términos generales,

independientemente del método de andlisis utilizado para obtenerlos. Por otro lado,
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puede realizarse un ajuste por minimos cuadrados del error de la variable a una
funcion cosenoidal, para obtener: el MESOR (midline estimating statistic of rhythm,
M), que se define como el valor medio ajustado que toma la variable periddica; y la
amplitud (A), que es definida como la diferencia entre el valor maximo y M, Si bien
todos estos pardmetros son claves para describir o comparar a los ritmos e inferir
cambios en la actividad del reloj, cabe destacar que el pardmetro mas importante
cuantificado en esta tesis fue la fase (y secundariamente el periodo), debido a que los
cambios en esta variable son esenciales para estudiar la sincronizacién circadiana. En la
Figura 1 se muestran: (B.) dos ritmos que poseen diferente periodo (t1>712); (C.) dos
ritmos de igual periodo, pero diferentes amplitudes (A1>A2); y (D.) un mismo ritmo
que debido a alguna intervencion sufrié un cambio o diferencia de fase (¢i-¢j). En el
ejemplo, al ocurrir la fase ¢2 con posterioridad a la ¢1, se habla de un retraso de fase.
Es facil deducir entonces cuando se habla de un adelanto de fase (donde ¢2 ocurre
antes que ¢1). Por definicién los retrasos de fase se cuantifican con valores negativos,

mientras que los adelantos con valores positivos.

Ty
2 Periodo (1) 2
= ©
s s ©
Amplitud
(A)
—
Mesor Fase
™) ()
c Tiempo D Tiempo

Ad

Variable
Variable

Tiempo Tiempo

Figura 1. Parametros caracteristicos de un ritmo. A. Representacion de la oscilacidon de una variable
ritmica a lo largo del tiempo, en este caso durante 2 ciclos (sefialados en distintas tonalidades de gris). El
Periodo (1), la Amplitud (A), el MESOR (M) y la Fase (¢) son los parametros que definen a un ritmo. B.

Diferencia de Periodo (t). En la figura se muestran dos ritmos con distintos periodos (t1 > 12). C.
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Diferencia de Amplitud. En la figura se muestran dos ritmos con diferentes amplitud, pero igual periodo.
D. Diferencia y cambio de fase (Ad). Las dos curvas muestran dos ritmos que tienen fases diferentes (¢p1
y $2), aunque podria ser el mismo ritmo que debido a alguna intervencién en el ciclo previo (1),
modificd su fase en el ciclo siguiente ($2). La diferencia entre estas dos fases (1 — $2) es lo que
denominamos cambio de fase (Ad). En este caso, el marcador de fase utilizado es el maximo de la

variable, y se trata de un retraso de fase.

Para obtener buenos parametros estadisticos de los ritmos, se necesita muestrear en
una secuencia temporal la variable biolégica durante varios dias. En los estudios
cronobiolégicos con modelos animales como los roedores, se utiliza el registro de
alguna variable comportamental como la actividad locomotora en rueda. Las series
temporales obtenidas con una frecuencia de muestreo definida, se representan en un

grafico llamado actograma (Fig. 2).

12h 12h
] l Figura 2. Actograma. Este grafico se construye ordenando
z- I l “ . verticalmente en el eje de las ordenadas el registro de la variable
n s : '[“ circadiana en los dias sucesivos, y las horas del dia en el eje de las
\E 64 ; I abscisas. Se muestra el registro de eventos de actividad locomotora
Q 71 ”IJ .. .‘_ (nimero de vueltas en la rueda/5 min), representada con una barra
& ‘ Jll — negra vertical. En este caso, se trata de un animal diurno mantenido
1:- ]‘I . en un ciclo de LO 12:12 (la barra superior blanca indica las horas de
1A I . luz, la negra de oscuridad).
0 f'i 1'2 1'8 2'4
Tiempo (h)

Ciertos procesos biolégicos pueden ocurrir en escalas periddicas muy diferentes. Franz
Halberg clasificd estas periodicidades por su frecuencia, la cual se define como la
inversa del periodo (f=1/7). Los ritmos infradianos (aquellos que tienen un periodo
mayor a 24h, y por lo tanto, una frecuencia menor a 1/24), los circadianos (cercano a
24h) vy los ultradianos (periodo menor a 24h, frecuencia mayor a 1/24). En la

naturaleza existen ejemplos para cada uno de estos ritmos; ademas, todos ellos
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ocurren simultdaneamente en un mismo organismo. Por ejemplo, en humanos, el ritmo
cardiaco tiene un periodo de segundos, mientras, que la temperatura corporal oscila
cada 24 horas, y el ciclo menstrual tarda 28 dias en completarse. En la Tabla 2, se

enumeran algunos ejemplos para cada tipo de ritmo.

TABLA 2. Rangos de periodos de los ritmos bioldgicos.

TIPO DE RITMO PERIODO EJEMPLOS
0,1 seg. Electroencefalograma
Ultradiano 1seg. .thmo car.dlaco'
6 seg. Ritmo respiratorio
60 min. Secreciones hormonales
Circadiano 24 horas Actividad/reposo
Temperatura corporal
. 28 dias Ciclo menstrual
Infradiano ) . .
365 dias Hibernacion

[I.C. El Sistema Circadiano

Como se aclard anteriormente, un hito fundamental en la historia de la cronobiologia
fue el experimento de aislamiento de la planta Mimosa. El hecho de que el ritmo de
apertura y cierre de las hojas continuara aun en ausencia de claves temporales
exodgenas (condiciones constantes), supone indirectamente que tal comportamiento se
sostiene por un oscilador (o reloj) interno. He aqui, una de las principales propiedades

de los ritmos circadianos: su caracter endégeno [2].

Gracias al estudio llevado a cabo en la década de 1960 por J. Aschoff y R. Wever, se
determiné que los ritmos de temperatura y de actividad/reposo en humanos bajo
condiciones de aislamiento absoluto, presentaban un periodo de aproximadamente 25
h [3]. Es decir, el ritmo enddgeno en ausencia de claves temporales, diverge del dia
ambiental en aproximadamente 1 h. Por este motivo, se infiere otra de las
propiedades fundamentales de los ritmos circadianos: su capacidad para ser

sincronizados.
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En 1960, Colin Pittendrigh definié una serie de propiedades que deben presentar los
relojes circadianos [4]. Ademas de su caracter enddgeno y de su capacidad para ser
sincronizados, deben ser practicamente independientes de la temperatura,
compensando su variacidon [4]. Como en los procesos bioquimicos y metabdlicos, la
dependencia de la temperatura de un ritmo biolégico normalmente se estudia
analizando el valor de Qg, estimando en cudnto varia el periodo frente a cambios en la
temperatura. Si  Qgo=1, el proceso no depende de la temperatura. Los ritmos
circadianos tienen periodos con un Qi cercano a 1, lo que permite mantener
oscilaciones adecuadas de periodo estable en los dias tanto “frios” como “calurosos”

gue ocurren en latitudes septentrionales a lo largo del afio.

Por lo tanto, un reloj circadiano debe cumplir tres propiedades fundamentales:

1. Permanecer oscilando en ausencia de claves temporales externas.
2. Sincronizarse al ciclo ambiental en forma estable.

3. Presentar compensacién por temperatura.

El sistema circadiano posee tres componentes principales (Fig. 3): (i) una via de
entrada del ciclo sincronizador o zeitgeber (del aleman zeit, tiempo, y geber, dador);
(ii) un oscilador, formado por estructuras marcapasos que generan la salida circadiana;
y (iii) vias eferentes que acoplan la salida del oscilador a los sistemas efectores [5-7].
Sin embargo, el sistema no debe ser considerado lineal, ya que lo efectores pueden
afectar al oscilador (en un proceso de retroalimentacidon que permitiria una sintonia
fina del mismo); y/o también existe la posibilidad de que el zeitgeber afecte

directamente a la salida ritmica, en un proceso conocido como enmascaramiento [8].

En los protocolos cronobioldgicos de laboratorio, el ciclo de LO es administrado como
zeitgeber considerando distintos pardmetros: su periodo T, establecido en 24 h en
condiciones normales para la mayoria de los organismos, su fotoperiodo (o fotofase) y
su escotoperiodo (escotofase), que son respectivamente la cantidad de horas de luz y
de oscuridad, los cuales se definen por la especie [en rata y ratdn, ambos son de 12 h
(ciclo LO 12:12)], mientras que en el hamster se utiliza un fotoperiodo de 14 h (LO

14:10). Otro parametro es la intensidad de la luz administrada, la cual se define como
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el area bajo la curva del fotoperiodo [tiempo de iluminacién, y cantidad de luxes

(unidad de intensidad de luz en el Sistema Internacional)].

Enmascaramiento

Clave Temporal OSCILADOR Ritmos biolégicos

Retroalimentaciéon

Figura 3. Principales componentes del Sistema Circadiano. El Sistema se compone de un oscilador
central que genera los ritmos; un componente exdgeno o clave temporal sincronizadora —zeitgeber-; y,
un componente de salida, que son los ritmos biolégicos. Se representan ademads, el proceso de
enmascaramiento, donde el zeitgeber afecta directamente al ritmo; y el de retroalimentacion, dénde los

ritmos pueden modular al oscilador central.

1. SINCRONIZACION DEL RELOJ CIRCADIANO

Para que ocurra la sincronizacion, el periodo enddgeno t debe hacerse igual al periodo
T del ciclo LO. Para ello, la diferencia T - T debe ser anulada por el efecto sistematico
de la luz sobre el reloj. Experimentalmente se han construido dos modelos de
sincronizacion, teniendo en cuenta si el estimulo fético se presenta de manera

continua, o discreta:

1- Modelo paramétrico: este modelo considera que la luz, al ser administrada de
manera continua (p. ej., el fotoperiodo completo del ciclo LO), ejerce sus efectos
directamente sobre el periodo enddgeno (de modo que: T — tT'=T). Este modelo fue
sostenido principalmente por Jirgen Aschoff, debido a sus observaciones sobre la

dependencia de t en condiciones de luz constante, respecto de la intensidad luminica

[9].
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2- Modelo no-paramétrico: este modelo, impulsado por Colin Pittendrigh, considera
que el efecto sincronizador de la luz sobre el reloj es discreto, dado que él observé que
era posible sincronizar el ritmo de actividad locomotora por fotoperiodos breves (o
pulsos) de luz de no mas de 1 hora por ciclo (e.g., un ciclo LO 1:23, denominado
fotoperiodo esqueleto). En este caso, el pulso de luz modifica la fase del reloj [de modo
que: Ap =t — T [10]]. Es decir, para Pittendrigh lo que importaba eran las transiciones
foticas del ciclo LO (Fig. 4), que en condiciones naturales conforman los crepusculos,

los cuales son ecofisioldgicamente relevantes en roedores nocturnos como el hamster.

A. B.

0o

LO 24h

00

HRIR

-t

Figura 4. Sincronizacion circadiana. Se muestran actogramas de doble ploteo esquematico, en donde
cada fila corresponde a dos dias consecutivos, la barra blanca horizontal punteada corresponde a la
distribucion diaria de la actividad locomotora de un animal. En el ejemplo, el periodo enddgeno (t) en
condiciones de oscuridad constante (OO) es menor a 24h; sin embargo, cuando se coloca al animal en
un ciclo de luz:oscuridad de 24h (LO 24h) la luz incide en el inicio (A.) o en el final (B.) de la actividad,
generando retrasos o adelantos de fase respectivamente hasta sincronizar el ritmo circadiano locomotor

con el ciclo LO.

Actualmente se considera un modelo sintético de sincronizacion, que incorpora tanto

los efectos continuos como los discretos del ciclo LO sobre el reloj [11, 12].

En la Figura 5 se observa que, en condiciones de LO bajo un T de 24 h, el animal esta
sincronizado y su actividad comienza siempre a la misma hora (el momento en el que
se apagan las luces, convencionalmente llamado zeitgeber time 12 o ZT 12) y, por lo

tanto, su periodo es de 24 h. En condiciones constantes, sin embargo, el periodo
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enddégeno de los hamsters es un poco mayor a 24 h. Dada la ausencia de seiiales
ambientales, el animal mantiene sus ritmos seglin la hora que le indica su reloj
bioldgico, la cual se define como hora circadiana (circadian time, CT, con una duracion
de 1/24 h, subdividiendo t desde CTO a CT24). Considerando el ritmo de
actividad/reposo, se define al dia subjetivo como la fraccidon del periodo circadiano
correspondiente al “dia” exdgeno, que para un animal nocturno coincide con su fase
de reposo de CTO a CT12 (por definicion, CT12 es el inicio de la actividad). En cambio la
noche subjetiva, cuando el reloj indica que deberia ser de noche, el roedor estd activo

desde CT12 a CT24.

ZT12

Figura 5. Registro de actividad locomotra en actograma doble.

— L —
T Se muestra un actograma de grafico doble del registro de
i, ... i thein., allalbia
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Circadian Time (CT) 12. Siendo un animal nocturno, la fase de

actividad corresponde con la noche subjetiva, por el contrario

0 6 12 18 24 -\]30 36 42 48 Horas

CT12

durante el dia subjetivo el animal se encuentra en reposo.

Como se menciond, el zeitgeber mas importante para el reloj central es el ciclo de LO.
Para que ocurra la sincronizacion fética, el reloj debe responder diferencialmente a la
luz a lo largo del dia. Desde un punto de vista no-paramétrico, el pulso de luz debe
modificar la fase del reloj circadiano, hasta que el periodo del ciclo subjetivo interno se
corresponda con el del ciclo externo de LO [13]. Durante el dia subjetivo, la luz
practicamente no tiene efecto sobre la fase del reloj. Durante la noche subjetiva, la luz
tiene dos efectos “crepusculares” diferentes: en la noche temprana (unas dos horas
circadianas luego del inicio de la actividad en OO, CT14), el estimulo fdtico genera
retrasos de fase; en la noche tardia (unas seis horas circadianas luego del inicio de la

actividad, CT18), la luz produce adelantos de fase. De esta manera se conforma una
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curva de respuesta de fase (CRF) para la luz, representada con una linea continua en la
Figura 6 [13]. Toda otra clave temporal que sincronice al reloj independientemente del
efecto luminico, cae comunmente en una clasificaciéon colectiva de “estimulos no-
foticos”, dentro de los cuales se encuentran la actividad fisica, la activacion
experimental de la vigilia (en inglés, arousal), interacciones y habitos sociales, entre
otros. Mas alla de su naturaleza, estos estimulos se consideran como no-féticos debido
a que producen su efecto si son administrados durante el dia subjetivo, configurando

una CRF no-fética (linea discontinua, Fig. 6).

La forma precisa de una CRF fase depende no solo del tipo de especie (por ejemplo, los
ratones no suelen tener grandes adelantos de fase) sino también de la historia previa
de cada animal (cantidad de dias en oscuridad constante antes del pulso de luz) y de
las condiciones del estimulo luminico (duracién del pulso e intensidad de la luz). Las
CRFs para animales diurnos tienen caracteristicas similares a aquellas para animales
nocturnos. Efectivamente, los animales diurnos también tienen retrasos de fase en la
noche temprana, adelantos en la noche tardia, y poco o ningun efecto de la luz
durante el dia. Esta similitud refleja el hecho de que el mismo reloj circadiano genera
los ritmos en organismos diurnos y nocturnos, aunque la fase de actividad esté
invertida respecto al ciclo LO. Cabe destacar que las estructuras que controlan el nicho
temporal de los organismos, son aun desconocidas (para una revisién sobre el tema,

ver [14]).

Vale la pena resaltar que los retrasos inducidos por luz en la noche temprana, o
avances en la noche tardia, son suficientes para explicar la sincronizacién circadiana al
ciclo de LO. Si el reloj tiene un periodo mayor a 24 h (Fig. 4.A.), la regién sensible a
adelantos de la CRF recibird mayormente el estimulo luminico, induciendo adelantos
diarios que mantienen en fase el ritmo comportamental con el ciclo LO, promoviendo
la sincronizacidon estacionaria (entrainment) al ciclo LO (t=T). Por el contario, si el
periodo fuera menor que 24 h, la region sensible a retrasos serd estimulada por la luz,
y estos retrasos diarios promoveran la sincronizacién con el ciclo LO. De este modo, la
diferencia t-T determina una relacién de fase estacionaria entre el reloj y el ciclo LO,

denominada dngulo de fase. Ademas, la relacion entre el periodo y la amplitud de la
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CRF, es un estimador de los limites de entrainment de un reloj circadiano, siendo: 1 +

(+ A) , el limite superior, y T + (- A), el limite inferior.

Dias

Cambio
de fase

(Ad)

Retrasos

Figura 6. Curvas de respuesta de fase de los ritmos circadianos. En los paneles superiores, los
actogramas representan la respuesta del ritmo de actividad locomotora a la luz (simbolizado con un
circulo relleno con linea continua) durante 1) el dia subjetivo (sin modificar la fase); 2) en la noche
temprana (generando un retraso de fases) y 3) en la noche tardia (produciendo un adelanto de fase). En
los paneles inferiores se representan actogramas mostrando la respuesta a pulsos “no-féticos” (tal como
la presentaciéon de una nueva rueda al animal, indicado con un circulo vacio con lineas punteadas)
dados: 4) durante el dia subjetivo (induciendo adelantos de fase), o 5) durante la noche subjetiva
(ninglin cambio es generado). En el grafico central se representa ambas curvas de fases, CRF a luz (lineas
sélidas) y CRF a estimulos no féticos (linea punteada), se indican los nimeros de las manipulaciones
realizadas en los correspondientes actogramas. Por convencidn, los adelantos de fase son graficados con
valores positivos, mientras que los retrasos son negativos. Las CRF foticas son por lo general bifasicas,
con retrasos de fase al comienzo de la noche subjetiva y adelantos en la noche tardia. La forma y la
amplitud de las curvas son especificas de la especie. Ademas, la amplitud de la CRF es proporcional a la

intensidad del estimulo luminico [Figura modificada de [13]].

lll.LA. Via de entrada al reloj

El sistema circadiano en los mamiferos percibe la luz a través de un sistema

fotorreceptor especializado en la retina, que proyecta aferencias no-visuales hacia

Fernando Martin Baidanoff - 2017 23



distintas regiones del cerebro, principalmente el hipotdlamo. Sin embargo, en otros
vertebrados como los peces, anfibios, reptiles y las aves, el sistema fotorreceptor que
sincroniza al sistema circadiano se encuentra en el cerebro en la glandula pineal, la

cual recibe la luz directamente a través del craneo.

En los mamiferos, la luz incide en la region ganglionar de la retina, cuyas neuronas
envian una gran cantidad de proyecciones axonales por el tracto retino-hipotalamico
(TRH) de los nervios dpticos hacia la regidén supraquiasmatica del hipotdlamo (donde se
cruzan los nervios 6pticos formando un quiasma), y donde se hallan los nucleos

supraquiasmaticos (NSQ), sitio del reloj circadiano central (Fig. 7).

La mayor parte de las células de la capa ganglionar de la retina, expresan el
fotopigmento melanopsina, siendo intrinsecamente fotosensibles [ipRGCs, del inglés
intrinsically photosensitive retinal ganglion cells (von Schantz, Provencio et al. 2000,
Gooley, Lu et al. 2001, Berson, Dunn et al. 2002, Hattar, Liao et al. 2002, Provencio,
Rollag et al. 2002, Muscat, Huberman et al. 2003)], dando origen al TRH del nervio
Optico. El TRH proyecta desde la retina hacia los NSQ [15, 16] y a una treintena de
otras regiones cerebrales, de las cuales algunas retro-proyectan a los NSQ. De esta
manera es evidente que existe una gran variedad de circuitos por los cuales la
informacién luminica podria indirectamente influir sobre la funciéon de los NSQ (para

una revision actualizada del tema, ver [17]).

El principal input fético hacia los NSQ proveniente del TRH utiliza los
neurotransmisores glutamato [18, 19], aspartato, Péptido Activador de la Adenilato
Ciclasa de la Pitutaria (PACAP, por sus siglas en inglés), y la sustancia P [20-23]. La via
gue transmite los estimulos circadianos no-féticos incluye proyecciones talamicas
aferentes desde la hojuela intergeniculada lateral (IGL), que utiliza como
neurotransmisores al neuropéptido Y (NPY) y al acido y-aminobutirico (GABA [24], para
una revisién actualizada ver [25]), junto a proyecciones serotoninérgicas desde el rafe
(5-HT) [26]. A su vez, tanto la histamina [27] como la acetilcolina [28-30] han

demostrado también modular la sefial fotica.
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Figura 7. Localizacién anatémica y aferencia principal de la transmision luminica de los nucleos
supraquiasmaticos. Las células ganglionares retinianas intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs) detectan
la luz que afecta al sistema circadiano, gracias a su deteccion directa via el fotopigmento caracteristico
que expresa —melanopsina- e, indirectamente, a través de conos y bastones. Las proyecciones de estas
células ganglionares (B. en azul, actividad de la enzima B-galactosidasa clonada en el locus del gen de
melanopsina) se dirigen por el tracto retino-hipotalamico (TRH) de los nervios dpticos hacia el quiasma
Optico (QO, sitio de conjuncidn de los nervios, indicado con una flecha amarilla) inervando a los Nucleos
Supraquiasmaticos (NSQ). Con fondo azul, se muestran fotografias de cerebros de ratén, indicando corte
sagital (izquierda) o coronal (derecha), para indicar la localizacion anatdomica de los NSQ. A modo de
resumen, se observa en A. un esquema simplificado de la inervacion directa desde el ojo hasta los NSQ
via el TRH. Finalmente en C. se observan cdmo las proyecciones provenientes de las células ganglionares

(gal+) inervan a los NSQ. 3V: tercer ventriculo; QO: quiasma oéptico.

Varias investigaciones independientes sugieren que el glutamato es la principal sefial
fotica para el reloj circadiano, dado que: i) es liberado luego de la estimulacién
eléctrica del TRH, su aplicacion in vivo induce cambios de fase que se asemejan a los
causados por luz, y el bloqueo de receptores de glutamato en los NSQ inhibe el cambio
de fase inducido por luz; ii) se han descripto diferentes receptores glutamatérgicos en
los NSQ, incluyendo los del tipo metabotrdpico, y los ionétropicos NMDA (N-methyl-D-
aspartate receptor) y AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
receptor); vy iii) algunas subunidades del receptor NMDA exhiben cambios circadianos

en los NSQ [18, 31-39]. En la Figura 8 se resume las aferencias hacia los NSQ.
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Figura 8. Nucleos Supraquiasmaticos. Las aferencias retinianas provenientes de las células ganglionares
intrinsecamente fotosensibles (ipRGCs), llegan a los Nucleos Supraquiasmaticos (NSQ) a través del
Tracto Retino-Hipotalamico (TRH) utilizan al glutamato (Glu), al Péptido Activador de la Adenilato Ciclasa
de la Pitutaria (PACAP) y Sustancia P (SP) como neurotransmisores. A su vez, el TRH inerva la hojuela
Intergeniculada Lateral del Talamo (IGL), quien a su vez retro-proyecta a los NSQ via el Tracto Geniculo-
Hipotaldmico (TGH) usando Neuropéptido Y (NPY) y acido y-aminobutirico (GABA), que junto ala via

serotoninérgica (5-HT) del rafe media los estimulos no-féticos.

[1l.B. El reloj central: Los nucleos supraquiasmaticos hipotalamicos.

El componente principal del reloj biolégico en los mamiferos son los nucleos
supraquiasmaticos, dos grupos de células nerviosas que se encuentran bilateralmente
en la parte anterior del hipotdlamo en la base del tercer ventriculo y sobre el quiasma
Optico (Fig. 9). La ablacién de dichos nucleos provoca la desaparicion de los ritmos
circadianos de secrecion hormonal, liberacion de neurotransmisores, actividad
locomotora, temperatura, entre otros [40-43]. Mas aun, trasplantes de tejido
hipotalamico neonatal conteniendo los NSQ en animales lesionados, restauran los
ritmos circadianos de estos ultimos, induciendo la ritmicidad fenotipica del donante en

el receptor [44-46].

Si bien los experimentos anteriores consideraban a los NSQ como una unidad
funcional, actualmente se sabe que son altamente complejos y heterogéneos,
considerando no solo sus caracteristicas neuroquimicas (Figura 9.A) sino también sus
vias aferentes y eferentes (Fig. 9.B) [47-49]. En base a estas caracteristicas es posible
identificar dos subregiones, una dorso-medial (DM) (en inglés, core), y una ventro-

lateral (VL) o shell [50]. A su vez, la organizacion topografica de estos grupos
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especificos de neuronas, sugiere una division funcional de las areas de los NSQ [51]. La
region VL estd localizada inmediatamente por encima del quiasma dptico, presenta
neuronas que sintetizan polipéptido vasoactivo intestinal (VIP, por sus siglas en inglés),
péptido liberador de gastrina (GRP), péptido relacionado al gen de la calcitonina
(CGRP) [52], y calbindina en el hamster [53]. Circundando la region VL se halla la regién
DM, cuyas neuronas expresan arginina-vasopresina (AVP) y calretinina (CALR) [54-56].
Los NSQ-VL reciben la mayoria de las aferencias de la retina y en menor medida de la
via indirecta; mientras que se considera que el input principal que recibe la regién DM
proviene de la regidn VL, recibiendo aferencias de otras partes del hipotalamo, dreas
limbicas y de la via indirecta. A pesar de que el area DM es considerada un poderoso
oscilador auténomo [57], su robustez y su oscilacion neuronal sincronizada depende

en gran medida de la liberacién neuropeptidérgica de la regién VL [58-62].

[Il.C. Vias eferentes del reloj

El reloj central controla los ritmos fisioldgicos y comportamentales a través de
moléculas difusibles producidas por las neuronas de los NSQ [63-65], y de sus
proyecciones directas e indirectas hacia otras regiones del cerebro y del encéfalo. En
particular, se han identificado cuatro eferencias que parten desde los NSQ en el
cerebro del ratén. Tres de ellas estdn confinadas dentro del hipotadlamo medial (Fig.
10.A.) y son: las neuronas enddcrinas que producen hormonas liberadora de
corticotropina (CRH), liberadoras de tirotropina (TRH) y liberadora de gonadotropina
(GnRH); las neuronas paraventriculares autonémicas (aPVN); y las neuronas
intermedias. Las neuronas intermedias a su vez, incluyen las neuronas de los nucleos
sub-paraventriculares del hipotaldmo (sPVN), las neuronas de los nucleos dorso-
mediales del hipotdlamo (DMH) y las neuronas de los nucleos predpticos mediales
(MPN). Por fuera del hipotalamo, las proyecciones neuronales de los NSQ llegan a los

nucelos paraventriculares del talamo (PVT) y a la IGL [66].
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Figura 9. Subdivisiones de los Nucleos Supraquiasmaticos. A. Regionalizacién neuroquimica de los NSQ
y division ventrolateral (VL) / dorsomedial (DM). La disposicién de las células caracterizadas
neuroquimicamente es especie-dependiente. 3V, tercer ventriculo. B. Esquema que representa las
aferencias de los NSQ. ipRGCs, células ganglionares intrinsecamente fotosensibles; IGL, hojuela

intergeniculada lateral del talamo. Figuras adaptadas de [67, 68].

En los roedores, el reloj central controla el ritmo circadiano en la producciéon de
corticosterona plasmatica a través de la via neuroenddcrina y del sistema nervioso
auténomo. Los NSQ controlan la actividad del sistema nervioso auténomo a través de
sus proyecciones dirigidas hacia las neuronas de los nucleos paraventriculares
anteriores (aPVN), nucleo que se comunica a su vez, via neuronas preganglionares
parasimpaticas y simpaticas, con el tronco cerebral, en particular con el nicleo motor
dorsal del vago (DMV) y con las columnas de células intermediolaterales [(IML) Fig.
10.B. [69]]. Los NSQ controlan indirectamente la secrecién de la hormona
adrenocorticotropina (ACTH) liberada por la glandula pitutaria, a través de las
neuronas enddcrinas productoras de CRH en el hipotdlamo [70]. Variaciones
circadianas en la actividad del sistema nervioso auténomo y en la produccion de ACTH,
resultan en la liberacion ritmica de corticoesterona de la glandula adrenal al sistema
circulatorio. De esta manera se pone en evidencia un output del reloj, la oscilacién
circadiana en los niveles de corticosterona plasmatica, con una clara influencia sobre el

metabolismo y sobre los sistemas reguladores del estrés del organismo.
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Figura 10. Vias eferentes del reloj central. A. Diagrama evidenciando el control del reloj central, los
NSQ, sobre las neuronas neuroenddcrinas productoras de hormonas liberadoras de corticotropina y
nucleos neuronales tanto dentro como por fuera del hipotalamo. B. Control neuroendocrino y por vias
del sistema nervioso autonomo sobre la liberacién de corticosterona por parte de la glandula renal.

Figura modificada de [71].

Los NSQ modulan ademas la secrecion pineal de la hormona melatonina a través de la
inhibicidn GABAérgica del PVN, evitando la activacion simpatica del ganglio cervical
superior (SCG) via la columna intermediolateral de la espina dorsal (ILC). El rol de la
melatonina sobre la sincronizacién de los ritmos estd bien documentada (Fig. 11),
liberdndose a plasma exclusivamente durante la fase nocturna y su uso esta incluso

indicada para el tratamiento de diferentes afecciones circadianas en humanos [72].
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Figura 11. Inhibicion por luz de la secrecion de melatonina durante la noche subjetiva. La luz
detectada por las células retineanas ganglionares intrinsicamente fotosensibles (ipRGCs) generan la
inhibicidn de los nucleos paraventriculares (PVN) por la liberacién de GABA por parte de los nucleos
supraquiasmaticos. De esta manera se controla la liberacion simpdatica de melatonina a través la
columna intermediolateral de la espina dorsal (ILC) y el ganglio cervical superior (SCG). Figura

modificada de [73]

IV. MECANISMOS MOLECULARES DE OSCILACION DEL RELOJ

El reloj molecular estd compuesto por tres sistemas de expresion genética acoplados:
(a) un elemento negativo, (b) un elemento positivo y (c) un sistema de genes
controlados por el reloj (CCG, del inglés clock controlled gen), que participan en la
regulacién de los ritmos celulares. Los elementos negativos y positivos estan formados
por los llamados “genes reloj”, cuyos productos proteicos generan un patrén de
oscilaciones mediante su expresion ciclica. Esta oscilacion se encuentre profusamente
regulada, tanto a nivel transcripcional, como traduccional y post-traduccional [74, 75].
El sistema basico de oscilacidn consta de un ciclo de retroalimentacién negativa en el
qgue un componente positivo promueve la sintesis de un componente negativo que, al
acumularse, reprime su propia sintesis, y cuya degradacidn posterior permite el
reinicio de un nuevo ciclo. Este modelo recibe el nombre de bucle de
retroalimentaciéon de transcripcion y traduccion - TTFL por sus siglas en inglés,

trascriptional-translational feedback loop- (Fig. 12).
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Figura 12. Modelo basico del reloj molecular: bucle de retroalimentacion negativa transcripcional y
traduccional. EI TTFL (por sus siglas en inglés transcriptional-translational feedback loop) se sustenta por
la auto-inhibicidn que un elemento negativo genera sobre su propia sintesis. La transcripcion del gen del
elemento negativo (flecha verde) genera la acumulacién del ARN mensajero, cuya exportacién al
citoplasma permite su traduccidn a proteina. El elemento proteico negativo (circulo verde) reingresa al
nucleo inhibiendo la transcripcién de su propio gen. Finalmente, la degradacion del elemento negativo,

retira la inhibicién y permite al elemento positivo (circulo celeste) dar inicio a un nuevo ciclo de TTFL.

El mecanismo del reloj molecular en mamiferos es actualmente entendido como un
circuito transcripcional de retroalimentacién que involucra a muchos genes. Los genes
Clock (del inglés Circadian Locomotor Output Cycle Kaput) y Bmall (del inglés Brain and
muscle ARNT-like protein) codifican proteinas con dominios bHLH-PAS (del inglés,
basic-helix-loop-helix y Per-Arnt-Single-minded, su nombre se debe a las primeras
proteinas caracterizadas con éste dominio), que forman la rama (o /oop) positiva del
circuito de retroalimentacion. El heterodimero CLOCK:BMAL1 inicia la transcripcidon
por unién a elementos especificos del DNA, los E-boxes (5" -CACGTG- 3’ ) y E'-boxes
(5"-CACGTT- 3’), en las regiones promotoras de los genes objetivo [76, 77]. Este
conjunto de genes activados incluyen miembros del loop negativo del circuito de
retroalimentacién, incluyendo a los genes Period (Perl y Per2) y Cryptochrome (Cryly

Cry2) [78, 79]. Las resultantes proteinas PER y CRY dimerizan e inhiben la actividad
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transcripcional de CLOCK:BMAL1, permitiendo que el ciclo se repita desde un nivel

bajo de actividad transcripcional [80-84].

La remodelacién de la cromatina, necesaria para que la actividad transcripcional ciclica
progrese, resulta de la combinacién de proteinas especificas del reloj con proteinas
modificadoras de histonas, fendbmeno observado en la acetilacién/deacetilacion
ritmica de histonas (H3 y H4) sobre multiples genes controlados por el reloj [85, 86].
Cabe destacar que CLOCK posee un dominio de histona acetil transferasa (HAT),
necesario para el rescate de los ritmos en fibroblastos que expresan una version
mutante de este dominio [87]. El complejo CLOCK:BMAL1 también recluta a la
metiltransferasa MLL1 y al inhibidor de la histona deacetilasa JARID1a para facilitar la
activacion transcripcional [88, 89]. La deacetilacion ocurre, en parte, debido al
reclutamiento por PER1 del complejo SIN3-HDAC (SIN3- histona deacetilasa) a la regién
de ADN de union a CLOCK:BMAL1 [90].

Es importante destacar que la deacetilacion ritmica de la histona H3 en la region
promotora de los genes circadianos, es regulada por la deacetilasa SIRT1, sensible a los
niveles del cofactor Nicotinamida Adenina Dinucléotido (NAD+) [91, 92]. Esto resulta
interesante considerando que la proporcién en los niveles de [NAD+]:[NADH] ha
demostrado regular la capacidad de CLOCK:BMAL1 para unirse al ADN in vitro [93]. En
consecuencia, el metabolismo celular podria cumplir un rol en la regulacién del estado
transcripcional y de la actividad del reloj molecular (ver seccién IV.C. Interaccion entre

el TTFL y ritmos redox).

La degradacién de las proteinas de la rama negativa, PER y CRY, es requerida para
terminar con la fase de represion y reiniciar un nuevo ciclo de transcripcién. La tasa de
estabilidad/degradacion de las proteinas PER y CRY es clave entonces para establecer
el periodo del reloj. El primer mamifero identificado como mutante circadiano fue el
hamster tau, el cual mostraba un periodo enddgeno de 20 horas de duracidn,
comparado a los controles (wild-type) cuyo periodo es de 24 horas [94]. Este fenotipo
de acortamiento del periodo resulté de la mutacién en la enzima casein-quinasa 1
epsilon (CK1eg), una quinasa que fosforila a las proteinas PER [95]. Otra casein-quinasa,
CK1§, también fosforila a las proteinas PER, y estas fosforilaciones mediadas por CK1g/

6 regulan la ubiquitinizacion de PER por B-TrCP, con la consecuente degradacién a
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través del proteosoma 26S [96-99]. Otros estudios de mutantes con periodos
diferentes al normal, llevé a la identificacidon de la via de degradacidn de las proteinas
CRY. En dos ejemplos independientes de mutagénesis quimica en ratones, se hallaron
fenotipos con incrementos de periodo cuyo posterior andlisis molecular permitié aislar
al gen FbxI3 [100-102]. FBXL3 poliubiquitina a las proteinas CRY, marcdndolas de esta
manera para la degradacion proteosomal [102]. Curiosamente, CRY1l y CRY2 son
blancos de ubiquitinizacién por eventos Unicos de fosforilacién y defosforilacion. CRY1
es fosforilada por AMPK1, y CRY2 por una accidn secuencial de la cascada

DYRK1A/GSK-3 B [103-105].

Los genes pardlogos de Per (Perl, Per2 y Per3) y de Cry (Cryl y Cry2) poseen roles no-
redundantes. Tres alelos nulos independientes de Perl mostraron ratones con
periodos menores (entre 0.5y 1 hora) a los de los wild-type; en cambio, la pérdida del
gen (knock out, KO) Per2 produjo ratones con una reduccién de 1.5 horas en su
periodo inicial, aunque pasadas las semanas en condiciones constantes, los animales
resultaban arritmicos [106-109]. Por el contrario, mientras estudios en ratones
mutantes para Per3 sugieren que este gen no es critico para la regulacion de los ritmos
circadianos [108, 110], ciertos polimorfismos en Per3 se encuentran fuertemente
asociado al cronotipo en humanos [111]. Los alelos KO para los paralogos de Cry tienen
efectos opuestos. Los ratones Cryl-/- tienen un periodo una hora menor que los
controles, mientras que los Cry2-/- una hora mayor [112-114]. A nivel molecular, la
pérdida de un alelo puede ser en algunos casos parcialmente compensada con el
incremento de su pardlogo. Por ejemplo, en los KO de Perl y Cryl existe un
incremento en Per2 y Cry2, respectivamente [115]. Sin embargo, tanto la reduccién
como la pérdida de Per2 o Cry2 no producen efectos compensatorios. Caracteristicas
tales como las descriptas dan informacién sobre las diferencias observadas a nivel
comportamental de alelos individuales. Tanto a nivel comportamental como
molecular, al menos un miembro de cada familia es critico para lograr la ritmicidad
circadiana, ya que ratones Perl1-/-; Per2-/-; Cry1l-/- y Cry2-/- son arritmicos [108, 109,
112, 113]. Cabe destacar que algunas alteraciones fenotipicas observadas en el

laboratorio en modelos genéticos, son revertidas cuando los animales son estudiados
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en condiciones semi-naturales, lo cual demuestra la complejidad de la regulacién

circadiana y de la presencia de sistemas redundantes [116].

Recientemente se ha logrado obtener el genoma completo de los elementos
regulatorios que actuan en cis sobre el loop transcripcional de CLOCK:BMAL1 [117].
Este estudio ha revelado una regulacién circadiana global de la ocupacién de los
factores de transcripcion, el reclutamiento e iniciacion por parte de la RNA polimerasa
I, la transcripcidn naciente y el remodelado de la cromatina. Se encontré que el ciclo
transcripcional circadiano del reloj consiste de tres fases distintas: un estado
suspendido, una activaciéon transcripcional coordinada de novo, y un estado de
represion. Curiosamente, solo el 22% de los mRNA de los genes que oscilan son
dirigidos por esta transcripcion de novo, sugiriendo que tanto mecanismos
transcripcionales como post-transcripcionales gobiernan el funcionamiento del reloj

circadiano en mamiferos.

El dimero CLOCK:BMAL1 también inicia la transcripcién de un segundo loop de
retroalimentacién que actia en coordinacién con el ya descripto. Este involucra la
transcripcion mediada por E-box de los genes del receptor nuclear huérfano Rev-Erb
a/B y ROR a/B [118-120]. Las proteinas REV-ERB y ROR compiten entonces por los
sitios de unidon a RORE (del inglés, Retinoic acid-related Orphan receptor Response
Element) dentro del promotor de Bmall: mientras ROR inicia su transcripcién, las
proteinas REV-ERB la inhiben [118-120]. Este /oop fue originalmente reconocido como
una rama accesoria debido a los fenotipos sutiles observados en ratones con
mutaciones individuales en los alelos de estos genes. Mientras que los doble KO son
letales durante el desarrollo, los mutantes condicionales han permitido la eliminacién
de Rev-Erb a y B en animales adultos. La caracterizacién de estos mutantes ha
revelado que los genes Rev-erbs son cruciales para la regulacion del periodo de los
ritmos comportamentales [121]. A su vez, un set separado de genes PAR bZIP que
contienen elementos tipo D-box en sus regiones promotoras, conforma otro potencial
loop transcripcional. Estos incluyen a genes de la familia HLF [122], DBP [123], TEF
[124] y Nfil3 [125]. Si se considera solamente la tasa de transcripcion/traducciéon
descripta para los genes Per/Cry, resulta facil imaginar que toda la oscilacién tarda

significativamente menos de un dia. Se ha propuesto entonces que los tres elementos
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de unidén conocidos aportan la demora necesaria para que la duracidn del proceso sea
cercano a 24 horas: E-box en la mafiana, D-box en el dia, y elementos RORE en la tarde
[126]. Aunque ningun gen o familia de genes en este loop accesorio D-box son
requeridos para el funcionamiento del reloj, se especula que podrian servir para
generar oscilaciones robustas en los componentes principales, sumando precisién al
periodo [127]. En la Fig. 13 se muestra un esquema actualizado del reloj molecular

circadiano.

En los ultimos afos, nuestro conocimiento sobre el mecanismo del reloj central ha sido
extendido mas alld del clasico TTFL, para incluir las oscilaciones citosélicas y
metabdlicas, sobre las cuales se considera que interactuan con el TTFL para mantener
el correcto funcionamiento del reloj y el control ritmico de la fisiologia celular [128]. El
ritmo circadiano en las oscilaciones metabdlicas de dxido/reduccion -ritmos redox-, se
halla altamente conservado en la evolucién, y hasta es considerado un reloj celular
potencialmente independiente del clasico TTFL [129]. Alternativamente, los productos
redox ciclicos podrian actuar en concierto con la maquinara post-transcripcional
regulando funciones celulares del reloj, como es el caso de la excitabilidad neuronal en

los NSQ [130].

[V.A. Oscilaciones citosodlicas.

Se ha demostrado que las oscilaciones citosdlicas de Ca2+, cAMP, NAD+/NADH, vy
glucosa, actian no solo como simples mediadores en las salidas del reloj, sino que
también interactdan con el TTFL, y contribuyen a la homeostasis y amplitud de las
oscilaciones celulares [128]. Tal vez, la oscilacién citosdlica mas estudiada en
mamiferos sea la concentracién intracelular de Ca2+ ([Ca2+];). En las neuronas de los
NSQ, [Ca2+]; aumenta durante el dia y disminuye durante la noche, un patrén que, al
menos en parte, depende de oscilaciones en la activad eléctrica [129-131]. Si bien la
entrada de Ca2+ a través de canales de Ca2+ dependientes de voltaje es requerida
para el funcionamiento molecular del reloj [132] y para su sincronizacion [133], es
posible que no sea la uUnica fuente para la ritmicidad enddgena en la [Ca2+];. Es

probable que las reservas de [Ca2+]; controladas por IP3Rs (receptores de inositol
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1,4,5-trifosfato) y RyRs (receptores de rianodina) en las neuronas de los NSQ [134],
sean responsables del incremento inicial en la [Ca2+]; [131]; sin embargo, el

mecanismo preciso que regula la [Ca2+]; no se encuentra aun totalmente dilucidado.

Cytoplasm — Dbp Per2 — Cryl — Bmall

Nucleus

RORs REV-ERBs

pre-mRNA

-----

le Rora/Rorb

T T T T 1

T 1 T I
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44
Circadian time (hours)

[Inputs B

— BMAL1 CLOCK
B-TrCP
Repression ,— R RETHE - B CK1e/8 SCFP
o8 \ PERs O o U ’O? +Ub 265 %00
i o e
7 Proteasome
R (X ANNNL
[ HROREHE-box]
= 6 +Ub 265 @S
Q"0 — mxu b, 265, QJe
ANNNL CRYs °
- — 10 SCF

CRY@’ PER Nuclear translocation CRY@ PER

CK1e/d CK1e/d

o BMAL1 CLOCK
i {E-boxH{T"Ceqg |
’me
= (lock outputs/rhythmic biological processes
\ CRY fl E :& ’\NV\/_/_‘
Q s

AMPK l Proteasome
°
\.b’—- FBXL3 t‘,"—m’» 265, °°g
SCF

Figura 13. Reloj molecular en mamiferos. CLOCK y BMAL1 actian como factores de transcripcion
maestros regulando (i) los componentes negativos del reloj, Per (amarillo) y Cry (naranja); (ii) el loop
REV-ERB/ROR (rojo/violeta, respectivamente), quien regula la transcripcion de Bmal1 (azul), al igual que
cientos de genes controlados por el reloj (Ccg - clock controlled genes), quienes resultan ser las salidas
(outputs) moleculares del reloj, controlando ritmicamente los procesos bioldgicos. La estabilidad de PER
y CRY estd finamente regulada por la E3 ubitiquin-ligasa tanto a nivel citoplasmatico como nuclear,

determinando el periodo de los ritmos. Se muestra el patrén de expresion en higado de ratén de
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algunos genes en la parte superior derecha. Para mas detalle leer cuerpo del texto. [Figura tomada de

[135].

Ademas de su rol central en en la regulacion del mecanismo molecular del reloj, el
Ca2+ actua como un segundo mensajero transduciendo la sefial iniciada como un
cambio en la excitabilidad de la membrana hacia el ntcleo celular [136]. Por otro lado,
actia como modulador de las propiedades de la membrana a través de su accidon sobre
canales dependientes de nucléotidos ciclicos [137]. Por ejemplo, la despolarizacién
glutamatérgica inducida por luz en los NSQ genera un aumento de [Ca2+];, el cual es
requerido para los cambios de fase circadianos. Estos cambios de fase inducidos por
glutamato en los NSQ son a su vez reproducidos in vitro por la aplicacion de agonistas
glutamatérgicos, y requieren de la activacidon de los canales de Ca2+ dependientes de

voltaje [138].

IV.B. Vias de sefializacidn involucradas en la sincronizacion fética

IV.B.i. Via del Glutamato, Oxido Nitrico Sintasa, Guanilato Ciclasa y Receptor de
Rianodina

Como ya fue mencionado, el glutamato es un neurotransmisor relevante para la
sincronizacion fotica de los ritmos circadianos. Ademas, existe evidencia de que el
glutamato participa como neurotransmisor en vias efectoras hacia otras estructuras
hipotalamicas [139]. Si bien su sintesis ocurre tanto en células de la glia como en
neuronas, su reciclado estd principalmente mediado por el ciclo de
glutamato/glutamina en células de la glia [140]. A pesar de que su re-incorporacion por
parte de estas células no muestra oscilaciones circadianas, la mutacién de genes reloj
afectan este proceso [141]. En estudios in vitro e in vivo utilizando antagonistas
especificos para el receptor ionotrépico NMDA, se demostré que la interaccion del
gutamato con este receptor es necesaria para los cambios de fase foticos [142-146].
Estos antagonistas también inhiben la expresidn inducida por luz del gen c-Fos (un
marcador de activacidén neuronal) y de los genes Per1/Per2 en los NSQ [18, 37, 38, 145,
147]. Por otra parte, la administraciéon i.c.v. de glutamato o de NMDA, imita la CRF

fotica [36, 148, 149].
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El incremento en la concentracion intracelular de Ca2+ por apertura del receptor
NMDA media la activacidn de una familia de proteinas quinasas dependientes de calcio
y calmodulina (CaMKs), reguladas tanto por la luz como por el reloj circadiano [150].
Entre sus varias isoformas, CaMKII esta presente en los NSQ vy, junto con calmodulina,
han sido propuestas en la via de sincronizacién fética [151-154]. Por otra parte, la
inhibicion de CaMKII bloquea la expresion de Perl/2 en los NSQ [155], mientras que su

activacion induce la expresidn de Per in vitro [156, 157].

Uno de los mecanismos intracelulares mejor descriptos en la sincronizacion fética,
comprende la fosforilacién de la enzima Oxido Nitrico Sintasa (NOS) por accién de la
CaMKIl. Basado en estudios farmacoldgicos, la activacion de la NOS es crucial para la
sincronizacion de los ritmos circadianos [158-161]. A su vez, dadores de oxido nitrico
(NO) incrementan la respuesta de fase a la luz [159]. Nuestro laboratorio ha
comprobado que la nNOS se fosforila por accidn de la CaMKIl en los NSQ del hamster,
y que esta interaccidon enzimatica es necesaria para una normal progresion en los
cambios de fase inducidos por luz [150]. Sin embargo, ratones con mutaciones para la
version neuronal o endotelial de la NOS (nNOS y eNOS, respectivamente) no han
mostrado diferencias respecto a los controles en términos de su respuesta a la luz,
sugiriendo que la compensacién por vias redundantes (incluyendo otras isoformas)

podria estar involucrada en la respuesta normal de estos mutantes [162, 163].

Un evento especifico intracelular que correlaciona exclusivamente con los retrasos de
fase inducidos por luz a CT14 (noche temprana), es la liberacidon de Ca2+ por parte del
reservorio intracelular en el reticulo endoplasmatico a través de los receptores de
rianodina (RyR) [164]. A su vez, la expresidn circadiana del gen RyR tipo Il (RyRll)
hallada en neuronas de NSQ de roedores [165] permitid6 comprobar que el reloj
molecular controla el propio input fético para su sincronizacién [166]. Por otro lado,
dadores de NO promueven la apertura de este receptor [167] modificando la funcién
neuronal en otras estructuras cerebrales [168]. Por el contrario, durante la noche
tardia (cuando la luz genera adelantos a CT18), el NO es capaz de activar a la guanilato
ciclasa soluble (sGC) en NSQ, con el consecuente incremento en los niveles de cGMP y

la eventual activacién de la proteina quinasa dependiente de cGMP (PKG). Los NSQ
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expresan la isoforma Il de PKG [169-171], y los niveles de cGMP y la actividad de PKG
es maxima durante el dia o dia subjetivo [169, 172]. Todas estas variables se
encuentran incrementadas por pulsos de luz administrados durante la noche tardia,
pero no durante la noche temprana, generando adelantos de fase. A su vez, la
inhibicién farmacolégica de las vias relacionadas con el cGMP en los NSQ reducen los
adelantos inducidos por luz [169, 173, 174]. Por lo tanto, a CT18 la activacién fética de
la via NNOS-sGC-cGMP-PKG estd involucrada en los adelantos de fase [169, 172-176],
mientras que a CT14, se activa la via nNOS-RyR-Ca; involucrada en los retrasos (Fig. 14).
La bifuracidn rio debajo de nNOS se deberia a la segregacién temporal de los sustratos
[166]: en contraste con la actividad constante de sGC [172], la expresién ritmica de

RyRIl la involucra exclusivamente en la via de retrasos [164].
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Figura 14. Bifurcacion de las vias de transduccion de sefiales para adelantos y retrasos de fases
inducidos por luz. Ambas vias poseen en comun la sensibilidad a la estimulaciéon por glutamato del
tracto retinohipotalamico y su interaccion final con genes reloj, via factores de transcripcion especificos

(como CREB). En la noche temprana (izquierda), pulsos de luz inducen la liberacién de calcio via
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receptores de rianodina (RyR)/IP3. Por el contrario, durante la noche tardia (derecha), el éxido nitrico
(NO) activa la sintesis de cGMP, produciendo la activacién de la proteina dependiente de cGMP (PKG).
Manipulaciones farmacoldgicas en los niveles de cGMP (por ejemplo, la inhibicion de la cGMP
fofodiesterasa, PDE, incrementando los niveles de cGMP) potencian los cambios de fase inducidos por
luz. Los mecanismos rio debajo de PKG, que llevan a la activacidn génica y los cambios de fases

comportamentales no han sido aun dilucidado completamente. Figura modificada de [13].

Ademas, nuestro laboratorio ha comprobado que el NO actia como un mensajero
extracelular en la sincronizacién fética. Sin embargo, el rol del NO como un
neurotransmisor gaseoso estaria confinado a la via de adelantos, ya que el secuestro
extracelular por inyecciones intracerebroventriculares de PTIO previo a un pulso de luz
a CT14 no tuvo efecto, mientras que su administracion previo a un pulso de luz a CT18
bloqued los adelantos de fase del ritmo de actividad locomotora en hamster [177,
178]. En otras palabras, la activacion de la NOS por pulsos de luz en la noche tardia
generaria NO como mensajero gaseoso promoviendo adelantos, mientras que la
activacion de la misma enzima en la noche temprana, generaria la apertura del
receptor de rianodina, induciendo los retrasos sin la necesidad de una comunicacién

gaseosa entre neuronas.

IV.B.ii. Otras vias de transduccion fotica: MAPKs y PKA

A pesar que la activacion de PKA esta relacionada con los cambios de fase no féticos,
un efector clasico en la sefalizacidn por cAMP es la via mediada por la familia de las
MAPKs. Pulsos de luz activan ERK2 en los NSQ de ratas, mientras que su inhibicidn in
vivo bloque la respuesta circadiana a la luz [179-182]. A su vez, se ha comprobado en el
hamster que otros miembros de esta familia estan involucrados, tales como ERK1/2,
p38 y JNK [183]. Algunos componentes de la familia MAPKs son capaces de fosforilar a
CREB en los NSQ, estableciéndose su relacion con mecanismos de sincronizacion. A si
mismo, las MAPKs pueden regular la activaciéon de CaMKIl [156, 184], indicando una
compleja red en la cascada de transduccién de sefiales. Sin embargo, las sefiales de
entrada para la activacion de la via mediada por las MAPKs en los NSQ no se

encuentran totalmente dilucidadas
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IV.B.iii. El cambio de fase a nivel del oscilador circadiano molecular

Siguiendo la cascada activada por luz, tanto la activacion mediada por CaMKIl como
por otras quinasas generan la fosforilacién de la proteina de unién al elemento de
respuesta a cAMP (CREB). La inhibicion CaMKII bloquea la fosforilacion inducida por luz
de CREB [152]. De hecho, la fosforilacion de este factor de transcripcién y la
consecuente induccidn en la expresion de Per es uno de los mecanismos involucrados
en los cambios de fase inducidos por luz [185-192]. A su vez, CREB puede ser
considerado como un elemento comun a diferentes vias de sincronizacién del reloj
circadiano [190]. CREB sefializa la transcripcion génica a través del elemento de
respuesta a cAMP (CRE), y diferentes mecanismos post-transcripcionales convergen en
esta regulacion: la fosforilacion de CREB y la induccion de ICER (represor temprano
inducible por cAMP) permite el control transitorio de la expresion génica [193]. En
este sentido se ha encontrado que ICER es inducida por pulsos de luz en los NSQ
durante la noche subjetiva [194], y se encuentra relacionada con la secrecién pineal de

la hormona circadiana melatonina [195, 196].

Los miembros del loop negativo, en particular las proteinas PER, actian como el estado
variable en el mecanismo molecular circadiano [197]. Resumidamente, esto significa
qgue los niveles de estas proteinas determinan la fase del reloj y, por lo tanto, su
capacidad de sincronizacién con el ciclo de LO. En la noche, cuando los niveles de PER
son bajos (Fig. 15), la administracién aguda de pulsos de luz causa la induccién
transcripcional de Perl y Per2 [198-200]. A nivel de la salida del reloj, la exposicion
luminica en la noche temprana genera retrasos de fase comportamentales, los cuales
se correlacionan con un incremento de PER1 y PER2 en los NSQ [201]. En la noche
tardia, solo los niveles de PER1 aumentan con la exposicidon a la luz, generando un
adelanto de fase comportamental [201]. Si bien no se conocen los componentes rio
debajo de las vias dependientes del NO, se postula que en un uUltima instancia deberan
converger con la cascadas dependientes de CREB (PKA-cAMP y MAPK) actuando sobre

CRE en la regidon promotora de Per [202].
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Figura 15. Organizacion temporal y relacion de fase del gen Per2. Se observa en la izquierda la
expresion relativa del transcripto (mRNA, en rojo) y de la proteina (azul) en NSQ de ratas a lo largo de
dos ciclos de 24 horas. En el grafico circular de la derecha se muestra la relacion de fase entre el maximo

de expresion del transcripto y el maximo observado para la proteina. Obsérvese que existe una

“demora” de aproximadamente 4 horas entre el mRNA vy la proteina. Figura tomada de [203].

[V.C. Ritmos redox

Muchas reacciones bioquimicas son reacciones de d6xido-reduccion que dependen del
estado redox intracelular. En particular, la energia metabdlica estd intimamente
conectada por la homeostasis redox, debido a que la respiracidon celular depende
principalmente de la oxidacién de glucosa para la produccién de energia quimica bajo
la forma de ATP. Este proceso utiliza a los co-factores redox NAD+ y FAD para la
transferencia electrénica que ocurre en el ciclo de Krebs y en la fosforilacién oxidativa.
La energia metabdlica también provee a la célula de NAD fosfato reducido (NADPH),
quien es principalmente utilizado en procesos biosintéticos promoviendo también la

homeostasis redox en el citoplasma.

El control en el estado redox celular es esencial para proteger a las células del dafio
causado por los compuestos oxidados. El estrés oxidativo es caracterizado por una
potencial oxidacién descontrolada causada por un exceso de poder oxidativo [204]. Los
mecanismos antioxidantes se encuentran altamente conservados entre los organismos
aerdbicos y se basan principalmente en la eliminacion de compuestos reactivos del
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species), por glutatiéon (GSH),
tioredoxinas (TRX) y peroxiredoxinas [(PRDX) Fig.16]. Sin embargo, los ROS también

funcionan como segundos mensajeros en la transduccion de sefiales implicada en
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varios procesos metabdlicos [205-208] y en la respuesta celular al estrés oxidativo
[209-211]. Incluso se ha extendido el rol de la sefializacién por ROS en procesos de

envejecimiento [212, 213].
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Figura 16. Sistemas enzimaticos que controlan al estado redox celular. El ion superdxido (O,") es
producido tanto en mitocondrias como por accién de las enzimas NADPH oxidasa (NOX) y xantina
oxidasa (XO). Este idn es reducido a H,0 a través de una serie de reacciones enzimaticas que involucran
a la superoxido dismutasa (SOD) y a la enzima catalasa (CAT). El dltimo paso de la reaccién puede
también ser catalizado por peroxirredoxinas (PRX) oxidando tiorredoxina (TRX), o por la glutation
peroxidasa (GPx), oxidando al glutatién (GSSG). La oxidacién de TRX o GSH es reversible por el sistema
acoplado de la tiorredoxina reductasa (TrxR) o la glutation reductasa (GR), respectivamente, procesos
que consumen poder reductor en forma de NADPH. El pool reducido de GSH o Trx permite la
regeneracion directa o indirecta [via glutarredoxinas (Grx)] de sustratos proteicos oxidados por especies

reactivas del oxigeno (ROS).

Una hipdtesis recurrente sobre la aparicién de relojes circadianos durante la evolucién
se centrd en la segregacion temporal de procesos incompatibles. Este criterio es

claramente aplicable a las reacciones redox, donde el potencial redox intracelular

Fernando Martin Baidanoff - 2017 43



puede direccionar a las reacciones bioquimicas en una u otra direccién. En este
sentido, la compartimentalizacién espacial permite adecuar el ambiente redox a la
necesidades especificas de las organelas (oxidacién en reticulo>citsolo>ntcleo [214,
215]). En los mamiferos, se ha propuesto que procesos incompatibles, tal como la
sintesis de glucégeno y su degradacién, ocurren en fases diferentes del reloj circadiano
[216]. Ademads, las reacciones bioquimicas que generan productos secundarios
potencialmente dafiinos, pueden ser restringidas a una ventana temporal estrecha de
modo de minimizar los efectos negativos sobre otros procesos celulares [217]. El
estado redox nuclear es igualmente fundamental para la activacion de los factores de
transcripcion del reloj molecular CLOCK y NPAS2 [93] o REV-ERVP ([218] ver IV. D.

Interaccion entre el TTFL y el estado redox).

Se han descripto evidencias de separacién temporal redox a escala circadiana en una
variedad de condiciones experimentales para la mayoria de los pares redox
reportados, incluyendo ritmos circadianos en plasma de humanos en la tasa de:
NADP+:NADPH, glutation reducido:glutation oxidado (GSH:GSSG) y cisteina:cistina
(Cys:CySS) [219, 220]. Estas determinaciones junto con la reciente medicién circadiana
de FAD y NAD(P)H en los NSQ [221], corroboran ritmos redox tanto en periferia como

a nivel central.

Las interacciones entre el sistema circadiano y el estado redox han sido estudiadas
desde diversos enfoques y en casi todos los organismos modelos de laboratorio
(plantas [222], hongos, [222, 223] moscas [224]). La evidencia presentada permite
entonces hipotetizar la presencia de una oscilacién circadiana redox, que alterna entre
un estado oxidado/reducido (Fig. 17), presente tanto a nivel sistémico, organico,

tisular, celular y subcelular, y molecular.

E 5 Figura 17. Ritmo circadiano del estado redox. En la
é E figura, se ejemplifica la oscilacion redox entre un estado
_’é oxidado y un estado reducido. En términos del ritmo
g circadiano en roedores, el estado redox en el tejido de
g x los NSQ (medido como la tasa entre FAD:NADPH) posee
ul & un maximo de oxidacién cercano a la hora circadiana

0 12 24 36 48
. . (circadian time) 16 [221]. Figura modificada de [225].
Hora circadiana (h)

Fernando Martin Baidanoff - 2017 44



El sistema circadiano permite a los organismos anticipar cambios en su tasa
metabdlica. De esta manera, es posible emplear en el momento adecuado recursos
energéticos, enzimas antioxidantes, secuestradores de radicales libres, etc. En este
sentido, se ha descrito una comunicacién bidireccional entre el estado redox y la
maquinaria molecular del reloj circadiano [226]. Esto se relaciona con la actividad y el
nivel de expresién de ARNm de diferentes enzimas clave, asi como de la respiracion
mitocondrial. Por ende, el balance redox deberia reflejar cualquier cambio en la tasa

metabdlica o en la actividad del organismo (Fig. 18).

Ritmos comportamentales Ritmos fisiologicos
Sueno/Vigilia Temperatura corporal
Ayuno/Alimentacion Metabolismo de la glucosa

Ritmos circadianos
manifiestos

Oscilaciones
Transcripcionales

Oscilaciones

e Reducido
Metabdlicas/redox

Oxidado

Figura 18. Modelo extendido del sistema circadiano. En este modelo propuesto, los ritmos circadianos
serian generados por multiples capas moleculares. Las oscilaciones transcripcionales (TTFL) resultan la
primera capa de oscilaciones moleculares, permitiendo a la célula organizar su fisiologia en un ciclo
cercano a 24 horas. El TTFL interactua con los ciclos redox y metabdlicos subyacentes, quienes serian los

conductores fundamentales de las oscilaciones auto-mantenidas Figura modificada de [226].

La determinacién de oscilaciones circadianas en el estado de oxidacién de la enzima
dextoxificadora de ROS peroxirredoxina (PRX) en eritrocitos de ratones fue replicada
en moscas (Drosophila), plantas (Arabidopsis), hongos (Neurospora), bacterias
(Synechococcus elongatus), arqueas (Halobacterium) e incluso en humanos [227, 228].
Estos estudios sugieren que los relojes celulares pueden utilizar elementos comunes y
evolutivamente muy antiguos. Las proteinas PRX, pueden haber conferido ventajas
adaptativas en el comienzo de la vida aerdbica en la Tierra. Esto ocurrié hace 2500

millones de afios con la aparicion de los organismos fotosintéticos y la fotodisociacidon
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del agua, lo que llevd a un rdpido aumento en la concentracién de oxigeno
atmosférico, en lo que se conoce como el Gran Evento de Oxigenacion (GEO [229]).
Este evento generd cambios catastroficos en la ecologia del planeta, con la pérdida de
muchos organismos anaerdbicos, pero que de manera interesante, coinciden con la
aparicion del primer reloj transcripcional-traduccional en cianobacterias [230].
Entonces, durante el GEO los ritmos de produccidn/consumo de oxigeno y generacion
de ROS estaban manejados por el ciclo solar, dando lugar a un reloj metabdlico que

aun hoy persiste en ausencia de un ciclo transcripcional-traduccional tipico (Figura 19).
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Figura 19. Evolucidn del reloj redox. La vida en la tierra comenzd hace aproximadamente 3500 millones
de afios. El gran evento de oxigenaciéon (2500 millones de afios atras) puede haber llevado a la evolucién
de oscilaciones circadianas den especies reactivas de oxigeno y en sus mecanismos de detoxificacion,
mecanismos que fueron evolucionando e incorporados el reloj molecular tal como lo conocemos en la

actualidad en organismos evolutivamente mas jévenes como los mamiferos Figura modificada de [231].

IV.D. Interaccién entre el TTFL y el estado redox

La evidencia presentada hasta el momento sugiere que los ritmos circadianos podrian

haber evolucionado a partir de ciclos metabdlicos, lo que implica que las oscilaciones
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transcripcionales (TTFL) se encuentran acopladas a este metabolismo oscilante, y en
particular al estado redox. Esta hipdtesis se encuentra fuertemente basada en varios
ejemplos de loops citosélicos que interactdan con el reloj circadiano transcripcional y

la fisiologia celular [128, 232].

El loop mejor estudiado se basa en el cofactor NAD+. Los factores transcripcionales
BMAL1/CLOCK controlan la expresidn de la enzima central en la biosintesis de NAD+, la
nicotinamida foforibosiltransferasa (NAMPT) [233, 234]. Como resultado, los niveles de
NAD+ oscilan en el citoplasma de manera circadiana generando la acetilacion ritmica
de BMAL1, PER2 e histonas a través de SIRT1, una deacetilasa sensible a este factor
[92, 233, 234], modulando la unién directa a ADN del complejo BMAL1:CLOCK [93]. Sin
embargo, la validacién fisiolégica de este mecanismo acoplado es aun discutida,
debido, por ejemplo, a la compartimentalizaciéon del potencial redox en las células

[215].

El cofactor hemo, una porfirina que contiene hierro, es capaz de afectar a los
receptores nucleares REV-ERBa/f [218, 235] a través de un interruptor redox basado
en tioles-disulfuro [218, 236]. En concordancia con estos resultados de mamiferos, el
receptor nuclear E75, homdlogo a Rev-Erb de Drosophila sp., juega un rol similar
regulando el estado redox en moscas [237]. La expresidn circadiana de delta-
aminolevulinato sintasa (ALAS1), enzima limitante en la biosintesis de esta porfirina,

aporta un loop extra de regulacién [238, 239].

Las proteinas del reloj molecular poseen un dominio caracteristico, conocido como
dominio PAS (Fig. 20 [240]), acréonimo formado a partir de los nombres de las proteinas
en la que fue originalmente identificado: la proteina reloj “period” de Drosophila (PER),
el receptor nuclear translocador de aril-hidrocarburos (ARNTL, o BMAL1l) de
vertebrados, y la proteina “single-minded” de Drosophila (SIM). Esta estructura se haya
presente en las proteinas PER1/2/3, CLOCK (o NPAS2) y BMAL1 del reloj circadiano en
mamiferos [241-243], mediando tanto la generacién de la ritmicida como Ia
sincronizacion del reloj. La presencia del dominio PAS se extendid a todos los reinos -

Archaea, Bacteria y Eukarya- dejando en claro que, desde un punto de vista evolutivo,
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se trata de un dominio muy antiguo y se plantea incluso la posibilidad de un origen

comun ancestral [240].
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Figura 20. Arquitectura de los dominios de las proteinas del reloj molecular circadiano de diferentes
organismos. Los dominios estructurales mds representativos, independientemente del organismo, son:
PASA y PASB (Per/Arnt/Sim), PTM (modificacion postraduccional por fosforilacion, glicosilacion y/o
acetilacion); ARM (repeticiones helicoidales tipo armadillo); CRY (sitio de unién a criptocromo); PHD
(dominio homologo a fotoliasa); CC (dominio coiled-coil); PER (sitio de unién a period); CK1 (sitio de
unidn a casein quinasa 1); FRH (sitio de unidn a FRH); RecA, ATPasa; KOW (unién a RNA); HTH (dominio
de unién a DNA hélice-giro-hélice); HAT (histona acetiltrasnferasa); Q (activacion transcripcional rica en
glutamina); LOV (dominio sensible a luz, oxigeno y voltaje); GATA (unién a DNA dedos de zinc); CTT (cola
C-terminal). El nUmero de aminoacido de cada proteina se muestra a la derecha. Abreviaciones: d,

Drosophila; m, mamifero; TIM, Timeless, VVD, vivid; WC: White-collar. Diagrama obtenido de [243]

El rol del dominio PAS radica, en parte, en los diferentes cofactores que pueden
asociarsele. En particular, todas las proteinas del reloj molecular que contienen éste

dominio se asocian con el cofactor hemo. Este cofactor es sensible a gases di-atdmicos,
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tales como el oxigeno, el mondxido de carbono (CO), y el dxido nitrico (NO). Debido a
que tanto la fase como el periodo de los ritmos circadianos son controlados por los
niveles de CO y de NO [244], se ha propuesto una posible regulacién directa de estos
compuestos sobre el TTFL. Ensayos in vitro comprueban que en respuesta a mondxido
de carbono (CO), el cofactor hemo se une al dominio PAS de NPAS2, promoviendo su
disociacion del complejo de unién a ADN con BMAL1, generando homodimeros
inactivos de BMAL1 [245]. CLOCK ha sido caracterizado de igual manera, con capacidad

de detectar al CO, pero también al NO [246].

Recientemente, la determinacion cristalografica de un dtomo de Zn2+ en la interfase
de PER2 y CRY1 [247] o CRY2 [248], permitié postular un sitio de regulacion redox
sobre el heterodimero PER2:CRY1, donde la oxidacién de cisteinas generaria la
desestabilizacion del heterodimero por pérdida de interaciéon con el atomo de Zn2+

[247].

Sumado a estas interacciones bidireccionales entre el TTFL y el estado redox, existen
varios estudios que reportan la influencia de perturbaciones redox sobre la ritmicidad
circadiana. De relevancia para esta tesis, un estudio en peces cebra muestra que la
sefializacion por H,0, podria estar relacionada con la transduccién de la informacién
fética al reloj circadiano [249]. El tratamiento con este agente oxidante genera
respuestas en los componentes circadianos similares a los causados por luz y, en el
sentido inverso, la sobre-expresidon de la enzima catalasa atenda la respuesta a luz. En
Drosophila, el tratamiento continuo con H,0;, resulta en la supresién de los ritmos
locomotores diarios, y la sobre-expresién condicional de SOD también altera los ritmos
comportamentales [250]. De igual manera, en el hongo Neurospora crassa,
manipulaciones genéticas en los niveles de ROS con mutantes para SOD o NADPH
oxidasa resultan en oscilaciones incrementadas o arritmicidad respectivamente [251].
Finalmente, un experimento innovador recientemente publicado sugiere que la
manipulacién electroquimica del ambiente redox intracelular en cianobacterias es

capaz de regular la funcion del reloj circadiano [252].

A modo de resumen se presenta la Figura 21, en la que se esquematizan las

interacciones descriptas en la seccién.

Fernando Martin Baidanoff - 2017 49



£
"

REV-ERBqu,,
i (104
Nl

IT"“'“' BMAL1 CLOCK

<5 NPAS2 BMAL1 NAMPT Biosintesis de NAD+
PER NAD(P)+/NAD(P)H lT ALAS1 Biosintesis de Hemo
| @ PER NRE2 Metabolismo del GSH
| e _| | GCR Defensa antioxidante
! CRY
CRY

A
|
: NADP*/NADPH

—>  GSH/GSSG
ROS

Figura 21. Interaccion entre el sistema circadiano y vias redox. Esquema representativo de
componentes candnicos del reloj circadiano en mamiferos y su interaccién con las vias redox. Los
factores de transcripcion BMAL1/CLOCK o BMAL1/NPAS2 controlan la expresion circadiana de los genes
Period (Per), Cryptochrome (Cry) y Rev-Erb. A su vez, controlan los genes involucrados en las vias redox,
tal como: Nampt, quien codifica la proteina clave en la biosintesis de NAD+; Alasl, involucrada en la
biosintesis del cofactor hemo; y el factor de transcripcidn relacionado con el estrés Nrf2. El estado redox
intracelular afecta a las proteinas circadianas candnicas via: cofactor hemo (actividad de unién a DNA de
REV-Erv y NPAS-2). La heterodimerizacién entre PER2 y CRY1 o CRY2 esta regulada mediante la
interaccion con el dtomo de zinc (Zn2+) en la interfase entre las dos proteinas. Niveles oscilantes del
cofactor NAD+, modulan la funcién de la enzima dependiente de NAD+, SIRT1 quien afecta la

modificacion post-traduccional de PER2 y BMAL1.

Es por lo anterior explayado que se propone resolver la siguiente paradoja: cémo hace
una misma enzima (la nNOS) para sefializar de formas completamente distintas,
dependiendo el momento del dia en el que se active. A la luz de la informacidn volcada
en esta introduccion tedrica, se hipotetiza un control redox sobre la actividad de la
enzima, cuya funcion dependera del ciclo circadiano del estado redox celular, dictando
una u otra cascada de transduccidn para su sincronizacion por luz. El objetivo general
de este trabajo de tesis es modular farmacolégicamente la sincronizacién fotica del
reloj circadiano de mamiferos con el objetivo de profundizar el conocimiento del
mecanismo fisiolégico subyacente, permitiendo ensayar al mismo tiempo las

propiedades cronobidticas de compuestos nitrérgicos con distinta capacidad oxidante.
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CAPITULO 1.

CARACTERIZACION DE LA N-
NITROSOMELATONINA COMO UN
CRONOBIOTICO
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INTRODUCCION

La comprension de las cascadas de transduccion de sefales involucradas en el efecto
de la luz sobre el reloj circadiano resulta fundamental para modular
farmacoldgicamente la sincronizacidn fética. Una variable crucial resulta también la
diferencia ya expuesta entre la transduccién para la sincronizacién por adelantos o por
retrasos. En este capitulo se explorara ain mas sobre tales diferencias, partiendo de la
bifurcacién rio debajo de una misma enzima, la Oxido Nitrico Sintasa neuronal (nNOS).
Para ello, una posibilidad es que el NO producido en la noche temprana o tardia -que
sefializa retrasos y adelantos respectivamente- actle sobre diferentes sustratos ya

caracterizados.

En este primer capitulo, empleamos un dador novedoso de 6xido nitrico (NO), la N-
nitrosomelatonina [253, 254] para incrementar los niveles de NO en los NSQ, de modo
de potenciar la sincronizacidon fética del ritmo de actividad locomotora. Estudios
previos demostraron el rol de este dador en la liberaciéon de NO in vitro [255-258]; sin
embargo, no hay estudios analizando los efectos neuroquimicos de este compuesto
sobre la sincronizacién circadiana. En particular, se analizardn las propiedades
cronobidticas de la N-nitrosomelatonina utilizando protocolos comportamentales de
pulsos de luz y de re-sincronizacién a un ciclo LO (jet lag experimental). Estos ensayos
nos permitirdn proponer un posible mecanismo sobre la accion del NO en la cascada

de transduccién para la sincronizacién fética.
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HIPOTESIS

El compuesto novedoso N-nitrosomelatonina, es farmacolégicamente activo a nivel de

los NSQ, potenciando la sincronizacién fética.

OBJETIVOS.

1. Comprobar la capacidad cronobidtica de la N-nitrosomelatonina actuando

como dador de éxido nitrico en el reloj circadiano de mamiferos.

2. Evaluar el efecto de la N-nitrosomelatonina sobre los cambios de fase inducidos

por pulsos de luz de los ritmos circadianos a nivel comportamental y molecular.

3. Determinar la accidon de la N-nitrosomelatonina sobre la re-sincronizacion de

los ritmos circadianos.
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MATERIALES Y METODOS

Drogas y tratamientos.

La N-nitrosomelatonina (NOMel) fue sintetizada como ha sido descripto previamente
[258], a partir de Melatonina [Mel, Sigma Chem Co., St. Louis MO, USA). Para la
inhibicién especifica de la nNOS, se utilizé N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME,
Cayman chemicals ® Ann Arbor, MI, USA). Toda preparacion de los farmacos fue

realizada en frio y en el momento de la inyeccién.

Si bien la vida media de la NOMel en solucién acuosa se encuentra en el rango de los
segundos [258], experimentos farmacocinéticos llevados a cabo en ratén con NOMel
radiomarcada, demuestran que la droga llega al cerebro unos 10 minutos luego de la
administracién i.p. de 5mg/kg [256]. En esta tesis se utilizd una dosis de 2mg/Kg o
20mg/Kg segun el caso; y se decidié administrarla 15 minutos antes del pulso de luz. El
vehiculo (Veh) estuvo compuesto de solucién estéril salina al 0,5% de etanol para
favorecer la disolucién del farmaco. La L-NAME fue utilizada en una concentracion final

de 1ImM en solucidn salina al 0,9% [161].

Animales y cirugia.

Se utilizaron hamsters siberianos (Mesocricetus auratus) machos adultos (3-4 meses de
edad) mantenidos en el bioterio de la Universidad Nacional de Quilmes bajo un ciclo
de 14h luz: 10h de oscuridad [(14:10 LO), hora reloj de apagado de las luces 20.00], con
un promedio de 200 lux a nivel del sustrato de las jaulas, temperatura controlada a 20
1 2°C, y recibiendo alimento balanceado para roedores y agua ad libitum. Los animales
mantenidos en condiciones de oscuridad constante, fueron siempre manipulados bajo

luz roja (aproximadamente < 5 lux).

Para aquellos experimentos dénde se realizaron administraciones
intracerebroventriculares (i.c.v.), se implantd como guia una aguja-canula- de acero
inoxidable calibre 22 (Plastic Products, Roanoke, VA), dirigida al tercer ventriculo 1.0

mm por encima del sitio objetivo entre los NSQ (coordenadas desde bregma,
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anterior/posterior = +0.6, medial/lateral = 0.0, dorsal/ventral = -8.0), bajo anestesia
central (ketamina:xilacina 150:10 mg/kg, i.p.). Luego de la cirugia, los animales fueron
mantenidos en ciclos 14:10 LO por unos 7 a 10 dias para su recuperacion, antes de ser
transferidos a los distintos protocolos cronobiolédgicos. Todos los procedimientos con
animales se realizaron utilizando protocolos aprobados por el Comité Institucional para
el Cuidad y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Universidad Nacional de

Quilmes.

Experimentos comportamentales.

Para los experimentos comportamentales, los hamsters fueron transferidos a jaulas
individuales provistas con lecho de viruta, recibiendo agua de la canilla y alimento
(dieta para roedores, ACA Cooperacidn, Argentina) ad libitum. Las jaulas fueron
equipadas con una rueda (didmetro 17 cm) para registrar la actividad locomotora, con
una frecuencia de muestreo de 5 min para su posterior andlisis. Los animales fueron
mantenidos bajo condiciones de OO por al menos 15 dias, tiempo aproximado para
cuantificar un periodo de libre curso (y por ende una fase) estable. Luego se realizaron
los tratamientos, manteniendo las condiciones de OO. Los animales recibieron una
Unica inyeccién i.p. de NOMel, Mel o Vehiculo (Veh) 15 min antes de la estimulacién
luminica con un pulso de luz “fria” blanca (pulso de luz -PL- , TL-D Estandar, Phillips ®).
Un sub-grupo recibié PLs de intensidad sub-saturante (50 lux, 10 min), mientras que
otro recibié PLs saturantes (300 lux, 10min). Los PLs fueron dados a CT14 para inducir
retrasos de fase, y a CT18 para inducir adelantos de acuerdo a la CRF del hamster [259-

261]]. Toda manipulacién en condiciones de OO fue realizada bajo luz roja (<5 lux).

En el caso de los cambios de fase no féticos, se procedié a registrar la actividad
locomotora de un grupo de hamsters mantenidos en condiciones de OO durante al
menos 15 dias. Posteriormente los animales recibieron una inyeccién i.p. de NOMel,
Mel o Vehiculo (Veh) 15 min antes de administrar un estimulo no fdtico (NP) a CT6,
gue consistido en cambiarles la jaula y el lecho de viruta por correspondientes limpios

(Mistlberger 1992, Yannielli & Harrington 2004). El cambio de fase fue analizado entre
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10 y 15 dias post-tratamiento bajo OO. Los animales control solo recibieron el

tratamiento farmacoldgico.

Para evaluar el mecanismo involucrado en la potenciacién de los cambios de fase, se
procedid con la co-administraciéon de L-NAME y NOMel. La disolucidon de L-NAME fue
preparada el dia de la inyeccion tomando la droga del stock vy diluyendo a una
concentracion de 1mM. Se administré por via i.c.v. 1 ul de esta solucién o Veh durante
1 min. Los hamsters recibieron una inyeccién i.p. de NOMel, Mel o Veh junto a la
administracion i.c.v. de L-NAME o Veh 15 min antes del PL a CT18. El horario para CT12
fue obtenido a partir de los actogramas extrapolando el inicio de la actividad. Los
cambios de fase fueron calculados extrapolando una linea recta a través de los inicios
de actividad, considerando al menos 10 dias previos, y otra linea con la misma
pendiente entre 10 a 15 dias post-exposicion a la luz. La diferencia entre la
extrapolacion de estas dos lineas fue tomada en el dia del PL, permitiendo cuantificar
los cambios de fase. Las medias reportadas fueron obtenidas a través de mediciones

llevadas a cabo por tres observadores ciegos al procedimiento experimental.

Para los experimentos de re-sincronizacién a un ciclo LO (jet-lag experimental), un
grupo de animales fue transferido a jaulas individuales equipadas con ruedas y
mantenidos inicialmente bajo ciclos LO 14:10 [apagado de las luces (L-Off) 14.00h y
encendido (L-ON) a las 24.00h] por al menos 10 dias. Luego, 2 subgrupos fueron
expuestos a un adelanto, o a un retraso abrupto de 6h en la fase del ciclo de LO. Para
el protocolo de 6h de adelanto, los animales sufrieron un cambio por “noche corta”:
en el dia del cambio del ciclo, L-Off fue mantenida a 14.00h, mientras que el L-On fue
adelantado desde las 24.00h hasta las 18.00h. Al dia siguiente, L-Off fue adelantado
desde las 14.00h a las 8.00h, quedando establecido el nuevo ciclo LO 14:10 (L-Off 8.00
h; L-On 18.00 h). Para el protocolo de retrasos, los animales sufrieron un cambio por
“dia largo”: en el dia del cambio, L-Off fue retrasado desde las 14.00h a las 20.00h, y L-
On del dia siguiente, desde las 24.00 a las 6.00h, estableciendo el nuevo ciclo LO 14:10
(L-Off 20.00 h; L-On 6:00 h). En la Figura 22 se representa un esquema de ambos
protocolos de jet-lag. El tratamiento farmacolégico fue realizado en el mismo dia del
cambio del ciclo. Dentro de cada protocolo de jet-lag, los animales fueron divididos en

grupos para administrarles una inyeccion i.p. de NOMel, Mel o Veh, a ZT18 o a ZT14
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para protocolos de adelantos o retrasos, respectivamente. Para estudiar la re-
sincronizacion del ritmo de actividad locomotora, se conté desde el dia del cambio del
ciclo LO el numero de dias hasta observar en los actogramas que el inicio de actividad
esté nuevamente sincronizado con el apagado de las luces, reportando las medias

obtenidas por tres observadores ciegos para el procedimiento experimental (Fig. 22).

ZT12 = L-Off 14 h L-On 24 h ZT12 = L-Off 14 h L-On 24 h
3 ] i 8
o o
L-On6 h L-Off 20 h L-Off 8 h L-On 18 h

Figura 22. Esquema explicativo de los protocolos de Jet Lag. Se muestra el cronograma de
luz:oscuridad. Los animales son mantenidos inicialmente bajo 14 horas de luz (blanco): 10 horas de
oscuridad (negro), con la hora de apagado de luces (L-Off) a 14h, y prendido (L-On) a 24.00h. El
tratamiento farmacolégico se indica con un circulo gris, el tiempo de administracion (ZT14 o ZT18, para
protocolo de retrasos y adelantos respectivamente), fue de acuerdo al ciclo LO original, definiendo

como ZT12 al L-Off 14.00h.

Inmunohistoquimicas.

Para los experimentos de inmunohistoquimica, los animales fueron mantenidos bajo el
ciclo normal de LO 14:10, para ser luego transferidos a condiciones de OO por un dia
completo. Al segundo dia en OO, el ZT12 (L-Off) fue extrapolado a CT12 (i.e., Protocolo
Tipo Il de Aschoff [262]), y se administraron inyecciones i.p. de NOMel, Mel y Veh 15
min antes de un PL (50 o 300 lux, 10 min, segun el caso) dado a CT14 o a CT18 (los
controles solo recibieron el tratamiento farmacolégico). Luego de una hora post-LP, los
animales fueron profundamente anestesiados con la mezcla de ketamina:xilacina
(150:10 mg/kg, i.p.) y perfundidos intracardiacamente con buffer fosfato salino 0.01M
(PBS), seguido de la solucidn fijadora (4% p/v paraformaldehido en 0.1M de buffer

fosfato, pH 7.4). Los cerebros fueron disecados, post-fijados durante una noche a 4° en
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la misma solucién fijadora, criopreservados por deshidratacion en solucién de 30%
sacarosa en PBS por 24h, y finalmente congelados a -80° C por al menos un dia. Se
obtuvieron cortes coronales (30 um de grosor) del cerebro seccionando antero-
posteriormente todo el quiasma dptico con un criostato, y se colectaron en PBS 0.01M.
Los cortes fueron lavados con 0.4% Tritén X-100 en 0.01M PBS (PBST). Las uniones no
especificas fueron bloqueadas con 2% de suero normal de caballo y 5% de leche
descremada en PBST por 1.5h a temperatura ambiente. Se incubaron con el anticuerpo
primario anti-cFOS (Santa Cruz Biotechnology Inc.) a un dilucién 1.2000 en PBST por
72h a 4° C, y luego con un anticuerpo secundario biotinilado anti-ratéon/conejo IgG
(H+L) hecho en caballo (Vector Laboratories) diluido 1:200 en PBST por 2h a
temperatura ambiente. La reaccidon fue amplificada con el complejo avidina-biotina y
visualizada con el sustrato cromdégeno VIP (Vectastatin Elite ABC kit, Vector

Laboratories).

La cuantificaciéon de células positivas se realizd sobre cuatro cortes consecutivos para
cada cerebro, y el valor medio fue usado para los ensayos estadisticos posteriores. El
conteo celular fue realizado con el programa Image J. 1.29 (NIH) como ya fue

previamente descripto [263].

Medicion de nitritos y nitratos.

Los hamsters fueron sometidos a un protocolo Aschoff Tipo Il (ver seccidon
“Inmunohistoquimica”), recibiendo inyecciones i.p. de NOMel, Mel o Veh 15 min antes
de un PL a CT18 (los animales controles solo recibieron el tratamiento farmacoldgico).
A su vez, otros subgrupos de animales recibieron NOMel o Veh, tanto a CT14 como a
CT18. Todos los animales fueron decapitados 15 min luego del PL y sus cerebros fueron
diseccionados y preservados a -80° C. Se tomé un corte coronal de 1Imm de espesor a
la altura del quiasma dptico, obteniendo un punch de tejido hipotaldamico de 1mm de
diametro conteniendo los NSQ. El tejido fue disgregado en 100ul PBS, pH 7.4. Los
homogenatos fueron filtrados por centrifugacién (Vivaspin-500 ultrafilters of 3,000
MWCO Sartorius stedim biotech). La medicidn de nitritos, nitratos, y proteinas, fueron

realizados utilizando un kit comercial (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit, LDH
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Method Cayman chemical® y Bio-Rad Portein Assay). Los valores fueron relativizados
en proporcion a la cantidad de proteina en la muestra. Para facilitar el analisis

estadistico, cada valor fue considerado relativo al valor medio del grupo vehiculo.

Analisis estadisticos.

Se realiz6 un ANOVA de dos vias para determinar diferencias significativas para los
cambios de fase, los valores de nitratos y nitritos, y el nimero de células cFOS
positivas, tomando tanto el estimulo (PL u oscuridad) y el tratamiento farmacoldgico
(NOMel, L-NAME, L-NAME-NOMel, Mel o Veh) como factores. Por otro lado, se realiz
un ANOVA de una via para analizar el efecto de los tratamientos sobre el numero de
dias para re-sincronizar en los protocolos de jet lag. Un ANOVA de dos vias de medidas
repetidas permitid evaluar los cambios en el periodo endégeno entre las etapas
sucesivas de los protocolos. Una vez determinada la significancia en los factores del
ANOVA, se realizaron test post-hoc disefiando los contrastes especificos. El nivel de

significancia utilizado para todos los ensayos estadisticos fue del 5% (p=0.05).
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RESULTADOS

Efecto de la N-nitrosomelatonina sobre los cambios de fase del ritmo de actividad

locomotora en rueda.

Todos los PLs administrados en la noche tardia (CT18) provocaron adelantos de fase en
el ritmo de actividad locomotora [Fig. 23 a. (ANOVA de dos vias, para tratamiento
luminico: p<0.0001)]. Los animales que fueron tratados con NOMel previo al PL (grupo
NOMel-PL) sufrieron un cambio de fase dos veces mayor comparado a los controles
(Veh-LP o Mel-PL). No se hallaron diferencias significativas entre los grupos Mel-PL y

Veh-PL, o entre los controles sin pulso (grupo “solo droga”).

Para el caso de los PLs administrados a CT14 (noche temprana), todos ellos generaron
retrasos de fase significativos [Fig. 23 b. (ANOVA de dos vias, para tratamiento
luminico: p<0.001)]. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos analizados o entre los tratamientos con droga sin PLs. Una dosis superior de
NOMel tampoco demostrd tener efecto potenciador (Fig. 24), ni tampoco mostré
diferencias respecto al grupo tratado con la dosis menor (comparacién no mostrada,

p>0.05).
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Figure 23. Efecto de la NOMel sobre los cambios de fase inducidos por luz. La figura muestra

actogramas representativos en grafico doble del ritmo de actividad locomotora de hamster en

condiciones de oscuridad constante. Los animales fueron tratados por via i.p. con vehiculo (Veh),

melatonina (Mel) o N-nitrosomelatonina (NOMel), 15 min antes del pulso de luz (PL) subsaturante

(10min, 50lux) a la hora circadiana (CT) 18 (a., panel izquierdo) o a CT14 (b., panel derecho). Los

animales control solo recibieron el tratamiento farmacolégico sin el estimulo luminico (grupo “solo

droga”). El dia del tratamiento estd indicado con una flecha. La estimulacion luminica estd indicada con

una estrella. Se empled el comienzo de la actividad para el cdlculo de los cambios de fase del ritmo. La

media + SEM de los cambios de fase se muestran por debajo de los actogramas (Para CT18: ANOVA de

dos vias, para el tratamiento farmacoldgico: p<0.0001, seguido de Bonferroni post-test: NOMel-PL vs.

Veh-PLy NOMel-PL vs. Mel-PL **p<0.001; Veh-PL and Mel-PL: n = 8, NOMel-PL: n =9, Mel and VeH: n =

7, NOMel: n=8. Para CT14: Mel-PL y Veh-PL: n = 6, NOMel-PL: n = 7, Mel and NOMel: n = 5; Veh: n = 7).
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Figura 24. Efecto de 20mg/kg NOMel sobre los retrasos de fase inducidos por luz. Actogramas
representativos de grafico doble mostrando el ritmo de actividad locomotora en rueda de hamster en
condiciones de oscuridad constante, tratados por via i.p. con vehiculo (Veh), melatonina (Mel) o N-
nitrosomelatonina (NOMel), 15 min antes del pulso de luz (PL) subsaturante (10min, 50lux) a la hora
circadiana (CT) 14. Los Animales control solo recibieron el tratamiento farmacoldgico sin el estimulo
luminico (grupo “solo droga”). El dia del tratamiento estd indicado con una flecha. La estimulacion
luminica esta indicada con una estrella. El comienzo de la actividad se encuentra indicado por lineas
derechas trazadas sobre los actogramas, definiendo la fase del ritmo. La media * SEM de los cambios de
fase se muestra por debajo de los actogramas (ANOVA de dos vias, p<0.0001 para tratamiento luminico;

Veh-PL: n=6; Veh alone and NOMel-PL: n =7, NOMel: n=8 Mel: n =9; Mel-PL: n = 10).
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También se analizé el efecto de la NOMel sobre pulsos saturantes (Fig. 25). Todos los
grupos que recibieron el PL sufrieron cambios de fases significativos (ANOVA de dos
vias, para el tratamiento luminico: p<0.0001), pero no se hallaron diferencias
significativas para el factor droga. El cambio de fase obtenido para los grupos con LP

fue similar al obtenido para el grupo tratado con NOMel y pulso subsaturante (p>0.05).

= 1501

' [ Veh
= T O Mel

@ 100- Il NOMel
S

QO 501

0

g

O L= [ i

Solodroga Droga+ PL,,,

Figure 25. Efecto de la NOMel sobre los cambios de fase inducidos por pulsos de luz saturante.
Hamsters bajo condiciones de oscuridad constante recibieron inyecciones i.p. de vehiculo (Veh),
melatonina (Mel) o N-nitrosomelatonina (NOMel) 15 min antes de un pulso de luz saturante (300 lux,
10min -PL3gg-) a hora circadiana (CT) 18. Se muestra la media + SEM de los cambios de fases resultantes

(Mel-PL and NOMel-PL: n=6; Veh y Veh-PL: n =7, NOMel y Mel: n=8 Mel).

El efecto de la NOMel también fue analizado para el caso de los cambios de fase no-
féticos. Independientemente del tratamiento farmacoldgico, el estimulo NP generd un
adelanto de fase significativo (comparado con animales control sin NP) de alrededor de
25 min (Fig. 26). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre los

diferentes grupos (NOMel, Mel o Veh).
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Figura 26. Efecto de la NOMel sobre los cambios de fase no féticos. Actogramas representativos de
grafica doble mostrando el ritmo de actividad locomotora en rueda de hamster en condiciones de
oscuridad constante, tratados por via i.p. con vehiculo (Veh), melatonina (Mel) o N-nitrosomelatonina
(NOMel), 15 min antes del pulso no fético (NP) a la hora circadiana (CT) 6 (indicado con una estrella). Los
animales control solo recibieron el tratamiento farmacoldgico. El comienzo de la actividad se encuentra
indicado por lineas derechas trazadas sobre los actogramas, definiendo la fase del ritmo. La media
SEM de los cambios de fase se muestra por debajo de los actogramas (ANOVA de dos vias, p<0.0001

para NP; NOMel, Veh, Mel y NOMel-NP: n=3, Mel-NP: n=4, Veh-NP: n=5).
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Finalmente, ninguno de los tratamientos realizados generd efectos estadisticamente

significativos sobre el periodo endégeno mantenido bajo OO (Tabla 3.)

TABLA 3. Periodos endégenos para los tratamientos farmacoladgicos.

Periodo endégeno (h)

Pre-tratamiento Post-tratamiento

Significancia

CT18

CT14

CTe

NOMel 24,03 +0,10 24,12 +0,33 p>0.05
NOMel+PL_50lux 23,98 +0,15 24,16 +£0,21h p>0.05
NOMel+PL_300lux 24,01 +0,54 23,88+0,48 p>0.05
NOMel 23,88+0,10 24,03+0,20 p>0.05
NOMel-PL 2412 £0,16 24,02 £0,35 p>0.05
10XNOMel 23,20+0,31 23,09+0,23 p>0.05
10XNOMel-PL 24,78 + 0,67 23,86 +0,78 p>0.05
NOMel 24,24+ 0,10 24,51+0,33 p>0.05
NOMel NP 23,77 £0,35 24,06+0,41h p>0.05
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Efecto de la N-nitrosomelatonina sobre la activacion neuronal fotica en los Nucleos

Supraquiasmaticos.

Tanto a CT14 como CT18, el estimulo luminico generd un incremento en el nimero
total de células cFOS-positivas en los NSQ, comparado contra los grupos control que
sélo recibieron el tratamiento farmacolégico — droga o vehiculo - (Fig. 27, ANOVA de
dos vias, para LP: p<0.0001). El tratamiento con NOMel antes del PL a CT18 generd un
incremento (~50%) de células cFOS-positivas respecto a los controles. Sin embargo,
este no fue el caso para el grupo tratado a CT14. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos Mel-PL y Veh-PL, ni tampoco entre los controles sin el

estimulo luminico, para ambos CTs.

CT18 b. CT14

Droga + PL Solo droga Droga + PL
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Solo droga

7 O Veh R O veh
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Figura 27. Efecto de la N-nitrosomelatonina en la activacién neuronal inducida por luz en los Ntcleos
Supraquiasmaticos. La figura muestra cortes coronales representativos utilizados para detectar la
expresién del marcador de activacién neuronal cFOS en los NSQ de hamsters sacrificados 60 min
después del LP subsaturante (10min, 50lux) a CT18 (a., panel izquierdo) y CT14 (b., panel derecho). Los
animales recibieron el tratamiento farmacolégico 15 min antes del estimulo luminico (“Droga+PL”). Los

animales controles recibieron solo el tratamiento farmacoldgico (“droga sola”). Se indica la media + SEM
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del ndmero de células cFOS positivas (Para CT18: ANOVA de dos vias, para el tratamiento

farmacoldgico: p<0.0001; Bonferroni post-test: NOMel-PL vs. Veh-PL y NOMel-PL vs Mel-PL ***p<0.001;

n=4 para todos los grupos). 3V, tercer ventriculo; OC, quiasma dptico. Referencia = 200 um.

También se analizd la induccién de cFOS en los NSQ del hdmster luego del tratamiento

con LPs saturantes a CT18 (Fig. 28). Todos los grupos que recibieron el estimulo

luminico mostraron un incremento en el numero de células cFOS-positivas comparado

con los controles (ANOVA de dos vias, para LP: p<0.0001). El tratamiento con NOMel

mostrd un incremento significativo en la induccién de cFOS.
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Figura 28. €Efecto de la N-
nitrosomelatonina en la activacion
neuronal de los Nucleos
Supraquiasmaticos luego de pulsos
saturantes a CT18. Cortes coronales
representativos que ilustran la expresion
del marcador de activacién neuronal
cFOS en los NSQ, 60 min luego del pulso
de luz saturante (10 min a 300lux -PLsgqg-)
a CT18. Los animales recibieron el
tratamiento farmacoldgico 15 min antes
del estimulo luminico (“droga+PLszy,").
Los animales controles recibieron solo el
tratamiento farmacoldgico (“solo
droga”). Se indica la media + SEM del
nimero de células cFOS positivas (Para
CT18: Bonferroni post-test NOMel-PL vs.
Mel-PL y NOMel-PL vs. Veh-PL **p<0.01;
n=4 para todos los grupos). 3V, tercer
ventriculo; OC, quiasma  Optico.

Referencia = 200 um.
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Efecto de la N-nitrosomelatonina en la induccién fética de los niveles de Nitritos y

Nitratos en los Nucleos Supraquiasmaticos.

Independientemente del tratamiento luminico, todos los animales administrados con
NOMel a CT18 mostraron un incremento en los niveles de Nitritos y Nitratos en los

NSQ (Fig. 29). Los grupos control no muestran aumento luego del pulso de luz.

CT18

[ Veh

alal™

Solo droga Droga + PL

Nitritos & Nitratos
(valores relativos)

Figura 29. Efecto de la N-nitrosomelatonina en los niveles de nitritos y nitratos en los Ntcleos
Supraquiasmaticos. Se indica la media + SEM de los valores relativizados obtenidos a partir de
homogenatos de NSQs de animales que recibieran el estimulo luminico a CT18 (“droga+PL”). Los
animales controles recibieron solo el tratamiento farmacolégico (“solo droga”). Los valores fueron
primeros relativizados a la concentracion total de proteinas de cada muestra, y luego a la media del
grupo Veh-Drug Alone (ANOVA de dos vias, para el tratamiento farmacoldgico: p<0.0001; Bonferroni
post-test: NOMel vs. Veh o Mel y NOMel+PL vs. Veh-PL o Mel+PL: p<0.05; Veh y Mel-PL: n =9, NOMel:
n =10, Mely NOMel-PL: n = 11, Veh-PL: n = 12).

Para corroborar si la biodisponibilidad de la NOMel en el cerebro era dependiente de
la hora circadiana, se procedid a analizar los niveles de nitritos y nitratos en los NSQ de
animales inyectados con NOMel tanto a CT14 y CT18. La droga indujo un aumento en

la cantidad de nitritos y nitratos de manera similar en ambos CTs (Fig. 30).
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Figura 30. Efecto de la N-nitrosomelatonina en el nivel de nitritos y nitratos de los Nucleos
Supraquiasmaticos a CT14 y CT18. Se indica la media + SEM de los valores relativizados obtenidos a
partir de homogenatos de NSQs de animales que recibieran NOMel o vehiculo a CT18 o CT14. Los
valores fueron relativizados a la concentracion total de proteinas de cada muestra (ANOVA de dos vias,
para tratamiento farmacoldgico: p<0.005; Bonferroni post test para ambos CTs: *p<0.05, n=3 para todos

los grupos).
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Efecto de la co-administracion de N-nitrosomelatonina, y el inhibidor de la Oxido Nitrico

Sintasa, L-NAME, sobre los cambios de fase féticos.

Como se observa en la Figura 31, el pulso de luz indujo adelantos de fase significativos en los

animales tratados con vehiculo (Fig. 31). Estos cambios de fase fueron significativamente

atenuados (practicamente bloqueados) por accién del inhibidor de la NOS (N-nitro-L-arginina

metil éster, L-NAME). Sin embargo, cuando la NOMel fue co-administrada con el inhibidor

previo al pulso de luz, tal atenuaciéon fue moderada. A su vez, no se observaron diferencias

entre los grupos Veh-PL y L-NAME-NOMel-PL, o entre los grupos control solo tratados con las

drogas.

Solo droga m Drogq+ PL
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Figure 31. Efecto de la co-administracion de
N-nitrosomelatonina y L-NAME. Se muestran
actogramas representativos de ploteo doble
de la actividad locomotora en rueda de
hamster mantenidos en condiciones de
oscuridad constante tratados i.c.v. con
vehiculo (Veh), L-NAME y/o N-
nitrosomelatonina (NOMel) por via i.p., 15
min antes de un pulso de luz (PL)
subsaturante a CT18. Los animales control
solo recibieron el tratamiento farmacoldgico.
El dia del tratamiento y el momento del PL, se
indican con una flecha y una estrella
respectivamente. El inicio de la actividad se
indica con lineas grises dibujadas sobre el
actograma, definiendo la fase del ritmo. Se
indica la media £ SEM de los cambios de fase
(ANOVA de dos vias, p<0.0001 para PL y
p<0.05 para el tratamiento farmacoldégico;
Bonferroni post-test: LNAME+PL vs. Veh+PL
**p<0.01, LNAME+PL vs. LNAME-NOMel+PL
*p<0.05, Veh, Veh+PL, L-NAME-NOMel y L-
NAME+PL: n = 4, L-NAME: n = 5, L-NAME-
NOMel-PL: n = 7).
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Efecto de la N-nitrosomelatonina sobre la re-sincronizacion a un jet-lag

experimental.

Los animales tratados con NOMel a ZT18 en el dia del adelanto de 6h en el esquema
LO (grupo “LO Adelanto”), incrementaron significativamente su tasa de re-
sincronizacion al nuevo ciclo de LO, comparado con los animales inyectados con Mel o
Veh (Fig. 32. a.). Por otro lado, no se obtuvieron diferencias en el protocolo de jet-lag

por retrasos de 6h (Fig. 32. b.).

Figura 32. Efecto de la N-

LO Retraso nitrosomelatonina sobre la re-
g : sincronizacién a un jet lag
-l R experimental. La figura muestra

actogramas representativos de
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sincronizacion del ritmo de
actividad locomotora luego de un
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J 1)
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Y .-i ‘ ‘i Mel o NOMel. Las éreas
)| £
. .': ..‘E sombreadas indican la fase de
e A
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0 24 48 0 24 48
Hora del dia (h) del cambio del ciclo de LO, siendo
B & las inyecciones administradas a ZT
= 8 — 8
6 6 18 0 ZT14 para el caso de adelanto
E 6 *h E G
g 4 g 4 y retraso, respectivamente. Se
52 $2 muestra para ambos protocolos la
8o @ o , ,
=) Veh  Mel NOMel =) Veh  Mel NOMel media + SEM de los dias que

tardan en re-sincronizar al nuevo
ciclo de LO (LO-Adelanto: ANOVA de una via, p<0.001, seguido de Tukey Test: NOMel vs. Veh **p<0.01,
NOMel vs. Mel p<0.05, Veh vs. Mel p>0.05; Mel: n = 6, Veh: n =7, NOMel: n = 8; LO-Retraso: Mel: n = 10,
NOMel and Veh: n =12).
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DISCUSION

Los experimentos comportamentales demuestran de forma consistente que la NOMel
potencia solamente los adelantos de fase inducidos por luz del ritmo de actividad
locomotora en los hamsters. Este efecto fase-dependiente fue observado tanto en
protocolos de PL (Fig. 23) como en protocolos de jet lag experimental (Fig. 32). Incluso
para una dosis 10 veces mayor (10x), la NOMel fallé en potenciar los retrasos de fase
(Fig. 24). Teniendo en cuenta estos resultados, se decidié continuar con la dosis mas
baja para el resto de los experimentos. Se debe ademas aclarar que todos los animales
mostraron un comportamiento normal (p. ej., acicalamiento, exploracién, actividad
locomotora) luego de la administracién de las drogas, incluso para la concentracion

10x (datos no mostrados).

Se ha demostrado que pulsos de luz administrados durante la fase de oscuridad
inducen la expresion de diversos genes de expresién temprana, incluyendo c-fos [22,
264, 265], el cual, a pesar de no estar directamente correlacionado con la magnitud del
cambio de fase, es considerado como un marcador de activacién neuronal del reloj
circadiano. Experimentos previos en nuestro laboratorio mostraron que el bloqueo de
la comunicacion extracelular mediada por NO en los NSQ atenua tanto los adelantos
comportamentales fdticos inducidos a CT18, como la distribucién ventral-dorsal de la
expresion de cFOS en los NSQ; mientras que el mismo tratamiento farmacoldgico a
CT14, no tuvo efecto alguno sobre los retrasos de fase inducidos por luz [177]. A su
vez, haciendo uso de la misma herramienta farmacoldgica, se comprobd que tal
fenédmeno fase-dependiente también ocurre en protocolos de jet lag experimental
[178]. Por lo tanto, se asume que el NO, como mensajero gaseoso extracelular, se
encuentra solo involucrado en la cascada de transduccion de sefales para los
adelantos de fase. En concordancia con estos resultados previos, los animales tratados
con NOMel solo mostraron un aumento en el nimero de células cFOS-positivas
inducidas por luz a CT18, demostrando una activacion neuronal similar a la que ocurre

cuando se modula la comunicacidn extracelular mediada por NO.

Por otro lado, la NOMel no mostré efecto potenciador cuando se emplearon pulsos de

luz saturante (Fig. 25), si bien incrementd la induccidon de cFOS (Fig. 27). Tal como se
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menciond previamente, la induccion de este gen temprano no se encuentra
necesariamente correlacionado con la magnitud del cambio de fase [266].
Probablemente, los cambios de fase inducidos por pulsos de luz saturante estén
limitados por el propio sistema marcapasos circadiano, alcanzando un techo en la
respuesta. Se supone entonces que el incremento en el nimero de células cFOS-
positivas puede deberse a un aumento en la comunicacidn extracelular mediada por
NO, el cual no puede generar un cambio de fase mayor, debido a este efecto de

saturacion.

Se hipotetiza entonces que la potenciacidon generada por la NOMel, observada tanto a
nivel comportamental como en los resultados inmunhistoquimicos, se debe a un
incremento en los niveles de NO. Por lo tanto, para corroborar que este farmaco esté
actuando como un verdadero dador de NO, se decidié medir los niveles de nitritos y
nitratos (los princiaples metabolitos del NO) en los NSQ luego de la administracion de
la droga (Fig. 29). La medicién de estos metabolitos confirman a la NOMel como un
dador eficiente de NO in vivo. A su vez, debido a que no se encontraron diferencias en
los niveles de estos metabolitos cuando la NOMel fue administrada a CT14 o a CT18
(Fig. 30), se pudo descartar cualquier efecto circadiano sobre la biodisponibilidad de la

droga.

Si bien el pulso de luz activa a la NOS a nivel central [150] y la medicidén ex vivo en
tejido cerebral de nitritos y nitratos refleja la activacion de la NOS in vivo [267], la
medicion de estos metabolitos entre los animales con y sin pulso no arrojé diferencias

significativas (Fig. 29).

Analizando en conjunto los resultados, se verificd que la administracién de la droga per
se no logré inducir cambios de fase ni generar activacién neuronal, lo cual junto a la
medicidn de nitratos/nitritos, permite confirmar que el sélo incremento en los niveles
de NO a nivel central, sin la estimulacién fética, no es suficiente para generar un

cambio de fase.

Con el objetivo de determinar el mecanismo por el cual la NOMel modula la cascada
fética en los NSQ, se decidié co-administrar por via i.c.v. L-NAME, un conocido

inhibidor de la NOS [161], junto a NOMel por via i.p., seguido del LP. Se hipotetiza que
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la liberacién de NO por NOMel podria sobrepasar la inhibicion de la NOS, permitiendo
a la cascada de transduccién de sefiales fotica continuar activando los sustratos rio
abajo de esta enzima, generando asi el cambio de fase. Los resultados experimentales
confirman tal hipétesis (Fig. 31). Por lo tanto, la NOMel estaria liberando los niveles de
NO necesarios para la continuacién de la cascada, sin ser capaz de generar un cambio
de fase por si misma, como ya se menciond. Ademas, si bien la administracion i.p. de la
NOMel podria aumentar los niveles de NO en la periferia (mediciones no realizadas), el
bloqueo a nivel de los NSQ de la NOS permite confirmar el efecto del farmaco sobre el

reloj central.

Por otra parte, se analizé el efecto de la NOMel sobre los cambios de fase inducidos
por pulsos “no foticos”, empleando el reemplazo de jaula y viruta durante el dia
subjetivo como estimulo (Fig. 26 [268, 269]). La administracion de NOMel a CT6 no
tuvo efecto sobre los adelantos de fase inducidos por el pulso no fético, ni tampoco
generd un cambio de fase per se. Sin embargo, la revisidn bibliografica sobre el tema
no permite descartar la participacién de la nNOS en este tipo de efectos sobre el reloj

circadiano.

A diferencia de la NOMel, otro dador de NO, la S-nitroso-N-DL-acetilpenicilamina
(SNAP), demostré potenciar tanto la via de adelantos como la de retrasos en los
mismos CTs ensayados en esta tesis [159]. Como ya se menciond en la introduccién, la
cascada de transduccion de senales involucrada en la sincronizacién fética diverge rio
debajo de la nNOS: mientras que la activacidn de la sGC participa en la cascada de los
adelantos, la apertura del RyRIl esta involucrada en los retrasos. Teniendo en cuenta lo
anterior, vale suponer que la NOMel podria estar potenciando la activacién de la sGC,
mientras que la SNAP podria ademds promover la apertura del receptor.
Efectivamente, SNAP promueve la S-nitrosilacién del RyR en otros tejidos, generando
su apertura [270, 271]. La capacidad S-nitrosilativa de la NOMel ha sido solo
comprobada en estudios in vitro [272], pero no in vivo. Por otra parte, una importante
diferencia entre los dos mecanismos downstream de la nNOS es la sensibilidad al NO:
mientras que la sGC es activada por concentraciones en el rango nanomolar del NO
[273-275]; la S-nitrosilacién es considerado un mecanismo local que requiere de altas

concrentaciones [276, 277]. Sin embargo, la NOMel no tuvo efecto potenciador de los
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retrasos de fase inducidos por luz incluso cuando se usé una concentraciéon 10x (Fig.
24). Se hipotetiza entonces que la diferencia entre los efectos generados por SNAP y
NOMel pueda deberse a la propia estructura quimica de estos compuestos. Esto es, al
ser SNAP un pequeiio S-nitrosotiol [278], su grupo -NO se encuentra unido al resto de
la molécula a través de un dtomo de azufre (Fig. 33, izquierda). Por lo tanto, puede
hipotetizarse una trans-S-nitrosilacién [279, 280] del receptor, en donde SNAP cede su
grupo nitro a los tioles blancos del receptor, proceso similar al explicado para el
sistema del glutatidén y de las tioredoxinas [281]. En cambio, la NOMel careceria de tal
capacidad trans-S-nitrosilativa debido a que su grupo nitroso se encuentra unido a
través de una unién nitrégeno-nitrégeno con la melatonina (Fig. 33, derecha [282]). De
esta manera, la liberacion de NO por parte de NOMel potenciaria la comunicacién
extracelular mediante este gas en los NSQ incrementando los adelantos de fase,
mientras que su inaccién sobre los retrasos podria deberse a su pobre capacidad trans-

S-nitrosilativa.

Para concluir, hemos ensayado las propiedas cronobidticas de la NOMel de manera
pre-clinica, obteniendo resultados promisorios en la modulacién de la via de los
adelantos de fase. Los estudios descriptos en este capitulo son los primeros ensayos in
vivo en los que se comprueba la capacidad de la NOMel como un dador de NO en los
NSQ. Se propone entonces a esta droga como un potencial cronobiético a ser evaluado
para el tratamiento de diferentes tipos de trastornos circadianos que afecten a la salud
humana, tales como aquellos que ocurren asociados a los turnos rotativos, o durante
el jet lag. En este sentido, la melatonina ya ha demostrado ser efectiva en el
tratamiento y prevencion del jet lag en ensayos con humanos [283, 284]. A diferencia
del tratamiento continuo requerido para la melatonina, la administracién aguda de su
version nitrosilada ensayada en esta tesis permite hipotetizar un futuro prometedor

para el tratamiendo de alteraciones circadianas por NOMel.

Con el fin de establecer el motivo de la accién diferencial de los agentes oxidantes
NOMel y SNAP sobre la sincronizacion fotica de los ritmos circadianos en mamiferos,
se postula ampliar la experimentacion con NO. En el Capitulo 2 se muestran los

resultados de dos tipos de agentes oxidantes con propiedades diferentes: NO radical
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(eNO) o nitroxil (NO’); contrastando con la modulacién dada por agentes anti-

oxidantes

S H o)
| N

HN \
NO 0 NO

S-nitroso-N-DL-acetilpenicilamina N-nitrosomelatonina

Figura 33. Estructuras quimicas de la N-nitrosomelatonina y la S-nitroso-N-DL-acetilpenicilamina. Se
detallan las estructuras de SNAP (izquierda) y NOMel (derecha), resaltando en gris la unién del grupo

nitro (-NO) en cada caso.
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CAPITULO 2.

ESTUDIO DE LA CAPACIDAD
CRONOBIOTICA DE OTROS DADORES
NITRERGICOS CON CARACTERISTICAS DE
S-NITROSOTIOLES. MODULACION FOTICA
REDOX.
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INTRODUCCION.

En el anterior capitulo, se puso en evidencia una herramienta farmacolégica que
permitio potenciar el proceso de adelantar la fase del reloj circadiano, sin tener efecto
en los retrasos. Se explicitd, ademas, una crucial diferencia respecto al Unico dador de
NO usado in vivo en protocolos de sincronizacion circadiana fética hasta el momento
(SNAP), diferencia posiblemente asociada a una capacidad distinta de estos dadores de
NO para promover la via clasica dependiente de cGMP (adelantos), o una via
independiente de este segundo mensajero (retrasos, S-nitrosilaciones). Debido a que
la oxidaciéon de cisteina es considerado una modificacién post-traduccional redox
dependiente, se proponen entonces que la bifurcacién de la cascada de transduccién
de sefiales podria deberse a una modulacién del ritmo circadiano redox sobre la

cascada de transduccion de senales.

En este capitulo se pondra en evidencia el ritmo redox en los NSQ del hamster, se
mostraran ademas los resultados comportamentales obtenidos con diferentes agentes
antioxidantes, y se ampliard la comprensiéon de la comunicacidn nitrérgica haciendo
uso de otros dadores de NO. Tales resultados permitirdn elaborar una hipdtesis sobre
el mecanismos molecular que conlleva a la bifurcacién de la cascada. Pero primero, es
necesario realizar una introduccién extendida para describir a la enzima éxido nitrico
sintasa (NQOS), con actividad diferente en la via de adelantos (dependiente de cGMP) o
retrasos (independiente de cGMP, S-nitrosilaciones), para comprender cémo pueden

estar actuando los moduladores farmacolégicos empleados.

La Oxido Nitrico Sintasa.

En los mamiferos, el NO puede ser generado por tres isoformas diferentes de la
enzima oxido nitrico sintasa (NOS). Estas isoformas se encuentran referidas como la
version neuronal (nNOS o NOS 1), inducible (iNOS o NOS Il) o endotelial (eNOS o NOS
[I1). Todas las isoformas utilizan a la L-arginina como sustrato, al oxigeno molecular y
NADPH como co-substratos, y flavin adenina dinucleétido (FAD), flavin
mononucléotido (FMN) y tetrabiopterina (BH4) como cofactores. Todas las proteinas

NOS son homodimeros, donde cada uno de los mondmeros contiene un dominio
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reductasa carboxi-terminal y un dominio oxidasa amino-terminal. El dominio reductasa
recibe el poder reductor aportado por NADPH, cuyos electrones se transfieren via FAD
y FMN al grupo hemo del sito activo en el dominio oxigenasa. En el grupo hemo se
produce la oxidacidn de L-arginina a L-citrulina y la liberacién de NO [285]. Todas las
isoformas se unen a calmodulina, y en particular para nNOS y eNOS, tal unién ocurre
como respuesta a un incremento en la [Ca2+];, que facilita la transferencia electrénica
entre los dominios; sin embargo, iNOS es considerada [Ca2+]i-independiente para su
activacion, al ser esta enzima inducible a nivel transcripcional por cascadas de
respuestas inmunoldgicas [286]. La unién de calmodulina a iNOS ya ocurre a la [Ca2+];
basal, debido a una diferencia en la estructura aminoacidica en el sitio de union a
calmodulina [287, 288]. Todas las isoformas contienen un sitio tetratiolato de zinc
cuando se homodimerizan; en otras palabras, un atomo de zinc se encuentra
tetraédricamente coordinando dos motivos CysXXXXCys (cada uno aportado por cada
mondémero) en la interface del dimero de NOS, promoviendo su estabilizacidn

estructural ([289, 290] Fig. 34).

Dominio Oxidasa Dominio Reductasa

iNOS N | ' FMN - FAD NADPH I

eNOS v [ fReqyy  -e D ho

(INPUT) e

NADPH FAD:'FMN

e e

(OUTPUT)

Figura 34. Oxido Nitrico Sintasa de mamiferos. A. Organizacién de los dominios de NOS. Cada
mondmero de NOS estd compuesto por dos dominios: el amino-terminal oxidasa y el carboxi-terminal
reductasa. EL cofactor hemo (en rojo) se une al dominio oxidasa préximo al sitio de tetratiolato de zinc
(en verde). El dominio reductasa se encuentra dividido en los sitios de unién a FAD/NADPH y FMN. La

Calmodulina (CaM) se posiciona en un pequefio segmento helicoidal que une al dominio reductasa con
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el dominio oxidasa. A pesar de su semejanzas, cada isoforma de NOS posee caracteristicas particulares.
iNOS es la mds pequefia (260kDa para el dimero sin CaM) y no posee la hélice auto inhibitoria dentro de
la region FMN ni la extendida cola C-terminal (ambas mostradas en violeta), presentes en eNOS y nNOS.
La isoforma eNOS posee un peso molecular de 266kDa para el homodimero, y nNOS es el mds grande de
todos con 321kDa para el homodimero, como resultado de su extendida regién N-terminal comprendida
por unos 250 aminoacidos que conforman el dominio PDZ. B. Se esquematiza la transferencia

electrénica en un homodimero de NOS [Figura modificada de [291].

La via no-clasica de la NOS (independiente de cGMP), estd mediada por la formacién
de S-nitrosotioles en un sitio de unién a GSH, el cual se encuentra préxima a la regién
tetratiolato de zinc [292]. Ademas, el canal hidrofébico intramolecular posteriormente
descripto entre el sitio activo de la enzima con el tetratiolato [293], permite suponer
una sintesis controlada del NO, requiriendo la previa S-nitrosilacién de las cisteinas
involucradas en la coordinacion del dtomo de zinc [294]. Tal versién dimérica S-
nitrosilada de la NOS promueve la sintesis de Glutation-S-nitrosilado (GSNO) a través

de un mecanismo de trans-S-nitrosilacion (Fig. 35) [295].
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Figura 35. Dependencia de la NOS por GSH. En A. se muestra el dominio de tetratiolato de zinc en la
interface del dimero de NOS, y se resalta con rojo el potencial canal hidrofébico intramolecular
comunicando esta regién con el hemo del sitio activo[293]. Modelo resumido de la auto-inactivacion de
iNOS a través de la S-nitrosilacidn del tetratiolato de zinc y la proteccién a la inactivacion dada por el

agente reductor glutation reducido (GSH) propuesto por [295].
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De esta manera, la comprensidn actualizada sobre el rol de la NOS en la via no clasica
del NO [296] tiene como premisa la proximidad de los sustratos para la activacion de
cascadas de trans-S-nitrosilacién (Fig. 36 [297]); sin embargo, GSNO ha sido detectado
tanto intra- como extracelularmente [298, 299]. El modelo propuesto por el grupo de
Martinez-Ruiz, ha sido recientemente corroborado por ensayos de liberacion
controlada tépicamente de NO por parte de GSNO, donde el GSSG resultante queda
retenido en un hidrogel, pero el NO gaseoso puede activar la via clasica de sGC en la
piel [300]. El modelo también explicaria el posicionamiento de nNOS tanto en la pre o

post-sinapsis de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas [301, 302].

Trans-S-nitrosilacion Des-S-nitrosilacion
GSNOR
SNO NOS oe CBR1

GSNOR oc > siio » GSNO NAbE > CSONH,

|NO] L ) SH
T GSH

~SH
X -
Trx W= = = ’-» —SH

Figura 36. Cascada de sefializacidon del NO rango-dependiente. La cascada clasica del NO, tal como la
activacion de sGC, puede ser realizada incluso a largas distancias desde el sitio de origen (NOS), a pesar
que la concentracién de NO disminuya a medida que se aleja de NOS. Se postula que las proteinas target
a las S-nitrosilaciones (SNO) se basan esencialmente en un mecanismo a corta distancia, limitada a una
region cercana a la NOS. Este modelo posiciona en las cercanias de la NOS a los sistemas des-S-

nitrosiladores tioredoxinas (Trx) y S-nitrosoglutation reductasa [GSNOR, figura modificada de [295].

Resulta crucial entonces comprender la localizacién de la nNOS para comprender el rol
fisiolégico de la via tanto clasica (dependiente de cGMP) como no clasica del NO. En
este sentido, esta enzima posee tres variantes por splicing alternativo: la versién alfa,
beta y gama. La variante a-nNOS es la Unica que posee el dominio PDZ la cual le
permite interactuar con el dominio PDZ de la proteina adaptadora PSD95

(posicionandola en la post-sinapsis proxima a los receptores NMDA [303] [304]), o con

Fernando Martin Baidanoff - 2017 81



el dominio PDZ de CAPON (posicionandola en el citosol, Fig. 37 [305]). De las otras
versiones, solo B-nNOS ha sido descripta en algunas regiones del cerebro, como el

estriado [306] .
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Figure 37. Regulacidon de la cascada de sefializacion de nNOS por proteinas adaptadoras. nNOS se
encuentra localizada cercana a los receptores NMDA a través de la proteina adaptadora PSD95. La
entrada de calcio a través del receptor NMDA activa a la nNOS por el mecanismo dependiente
calcio/calmodulina. El neurotransmisor gaseoso puede entonces difundir a neuronas vecinas para
activar la guanilato ciclasa soluble [sGC, en la figura es un ejemplo de la accién retrégrada del NO] o
generar modificaciones por S-nitrosilacién. La propia S-nitrosilacion del receptor NMDA inhibe su
actividad, conformando un mecanismo de retroalimentacién negativa [307]. CAPON compite con PSD95
por el dominio PDZ en el extremo N-terminal de nNOS [308], reclutdndola a la pequeia proteina-G

Dexras1 activandola por S-nitrosilacidn [309]. Figura tomada de [303].

El nitroxil (NO') como un posible mensajero fotico.

Si bien hasta aqui se ha hablado del éxido nitrico gaseoso radical (éNO), éste no es el
Unico mensajero gaseoso potencialmente producido por la NOS, siendo el nitroxil (NO)
producido en condiciones particulares in vitro [baja concentracion del cofactor BH4 o

por reaccién secundaria con peroxinitritos [310]]. EIl NO™ ha sido descripto por quimicos
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hace ya mas de 100 afos [311], y presenta propiedades farmacoldgicas prometedoras
para el tratamiento terapéutico de afecciones cardiovasculares, cuando se lo compara
con dadores del tipo radical [312, 313]. Una caracteristica distintiva del NO™ radica en
la alta afinidad que posee por los tioles [314]. De hecho, se han estudiado sus
propiedades terapéuticas cardiovasculares a través de la liberacion del péptido
vasodilatador CGRP (calcitonin gene related peptide [315]) por S-nitrosilacién del
receptor TRPV1 [316]. Por lo tanto, mientras los dadores de eNO generan
vasodilatacion via cGMP, dadores de NO como la Sal de Angeli la generan ademas
liberando CGRP. A su vez, este péptido vasodilatador es liberado por las terminales
nerviosas en la via de la nocicepcidén, existiendo el estudio de antagonistas en fase

clinica para el tratamiento de migrafias [317, 318].

Modulacién del éxido nitrico sobre la sincronizacion fética.

En el presente capitulo, se evaluard entonces la capacidad cronobiética del GSNO, un
potencial mensajero redox-dependiente de la nNOS con comprobada accién como
dador de eNO [319], pero ademads con capacidad para trans-S-nitrosilar [280] (Fig. 38).
También se ensayara la accion de Sal de Angeli, un dador tipico de NO [320], que es
capaz de inducir la apertura del RyRIl in vitro [321, 322] y activar sGC [323], pero del

cual no existen evidencias de su accién sobre los ritmos circadianos.
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NHZ @) O

S-nitrosoglutation Sal de Angeli

Figura 38. Estructuras quimicas del S-nitrosoglutation (GSNO) y Sal de Angeli. Se resalta en gris la unidn
tiol-S-nitrosilado.
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Modulacidn del estado redox sobre la sincronizacidn fotica.

Finalmente, se evaluara la modulacion de la sincronizacién fotica de los ritmos
circadianos por modificacidon del estado redox en los NSQ. Se estudiara la accion de
agentes antioxidantes, por administracion i.c.v. de glutation reducido (GSH) como de L-
acetil-N-cisteina (LNAC, un agente antioxidante precursor de la biosintesis de GSH
[324]). Brevemente, LNAC es un agente utilizado como mucolitico [325] de venta
comercial [324] cuyo tratamiento prolongado en pacientes con obstruccién pulmonar
cronica disminuye los eventos de exacerbacién [326]. Ademads, se encuentra indicado
en caso de intoxicacidén con paracetamol [327], y posee propiedades anti-inflamatorias
[328] y gastro-protectoras [328]. Por otro lado, el estudio de los efectos de agentes
oxidantes no nitrérgicos (GSSG, Diamida) no pudo realizarse, debido a que se
obtuvieron efectos deletéreos sobre los ritmos de actividad locomotora (datos no

mostrados).
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HIPOTESIS.

1. La modificacion del estado redox en los nucleos supraquiasmaticos modula la

actividad del reloj circadiano y su sensibilidad a la luz.

2. La sincronizacién fética es modulada en la bifurcacion entre retrasos vy

adelantos de fase por agentes nitrérgicos con distinta tiofilicidad

OBJETIVOS.

1. Comprobar el efecto de la administracién central de agentes oxidantes y
antioxidantes, sobre el ritmo circadiano de actividad locomotora en rueda

del hamster y su sincronizacidn por pulsos de luz.

2. Evaluar efectos diferenciales sobre la via de retrasos y de adelantos de
mensajeros fdticos nitrérgicos con distinta tiofilicidad, nitroxil (NO’) y éxido

nitrico radical (eNO).

3. Generar un modelo conceptual sobre la interaccion entre el oscilador redox

y el oscilador circadiano canénico en los NSQ.
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MATERIALES Y METODOS

Drogas y tratamientos.

El glutation reducido (GSH), glutatién-S-nitrosilado (GSNO) y la L-acetil-N-cisteina
(LNAC) fueron adquiridos de Sigma Aldrich®; la Sal de Angeli (AS) fue sintetizada como
estd descripto en la literatura [329]. Toda manipulacién de los fdrmacos fue realizada

en frio y las soluciones preparadas en el momento de la inyeccién.

Animales y cirugia.

Se emplearon hamsters siberianos (Mesocricetus auratus) machos adultos (3-4 meses
de edad) mantenidos bajo un ciclo de 14h luz: 10h de oscuridad [(14:10 LO), hora reloj
de apagado de las luces 20.00], con un promedio de 200 lux a nivel del sustrato de las
jaulas, temperatura controlada a 20 + 2°C, recibiendo alimento y agua ad libitum. Los
animales mantenidos en condiciones de oscuridad constante, fueron siempre

manipulados bajo luz roja <5lux.

Para  aquellos experimentos ddénde se requirieron  administraciones
intracerebroventriculares (i.c.v.), se implantaron cdnulas de acero inoxidable bajo

anestesia, tal como fuera explicado en la seccion Materiales y métodos del Capitulo 1.

Experimentos comportamentales.

Para los experimentos de pulsos de luz, se siguié el protocolo ya descripto
anteriormente. Los animales mantenidos en oscuridad constante (OO) recibieron una
Unica inyeccidn i.c.v. de GSH, GSNO, AS, o de LNAC, 5 min antes de un pulso de luz
(condiciones sub-saturantes o saturantes, CT14 o CT18, dependiendo del caso). Para el
caso del experimento de re-sincronizacién a un jet lag experimental, se realizo el
cambio del ciclo de luz oscuridad por un protocolo de “dia largo” (ver Capitulo 1,
seccion Materiales y métodos, pag. 59). La inyeccion intraperitoneal de 100mg/kg de
LNAC fue dada a ZT14 en el dia del cambio. La dosis utilizada se tomd de experimentos

similares [330-332].
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Medicidén del par redox Glutation reducido - oxidado.

Para la medicion de glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG), se utilizd el kit
comercial GSH/GSSG Ratio Detection Assay Kit (Fluorometric — Green) de Abcam®, que
presentar una sensibilidad (10nM) adecuada para la concentracion de glutatidn
esperada (ImM [333, 334]); y se procedié como indican las instrucciones del
fabricante. Brevemente, un grupo de hamsters fue sometido a un protocolo de Aschoff
tipo Il (ver Capitulo 1, seccién Materiales y Métodos, pag. 64 [2]). Los animales fueron
sacrificados por decapitacién bajo anestesia profunda en cada CT, sus cerebros fueron
congelados inmediatamente en nitrégeno, se realizé un corte coronal de 1mm de
espesor a la altura del quiasma dptico y se extrajo un punch de la region de los nucleos
supraquiasmaticos. Para obtener una medicion confiable, se procedié a homogeneizar
dos punches (correspondientes a dos animales), de modo que un n=1 corresponde a la
medicion de 1 pool de 2 cerebros. Los valores obtenidos fueron expresados en
proporcién a la concentracidén de proteina total de cada muestra, determinada por el

método de Bradford.

Inmunohistoquimicas.

Un grupo de hamsters fue sometido a un protocolo de Aschoff Tipo Il (ver Capitulo 1,
seccion Materiales y métodos, pag. 59 [262]), recibiendo por via i.p. 100mg/kg de L-
acetil-N-cisteina, o vehiculo a CT14. Luego de 3 horas post-inyeccién, los animales
fueron profundamente anestesiados con isoflurano y perfundidos intracardiacamente
con buffer fosfato salino 0.01M (PBS), seguido de la solucién fijadora (4% p/v
paraformaldehido en 0.1M de buffer fosfato, pH 7.4). Los cerebros fueron disecados,
post-fijados durante una noche a 4° en la misma solucién de fijado, criopreservados en
una solucidn al 30% de sacarosa en PBS por 24h, y congelados a -80° C por al menos un
dia. Se obtuvieron cortes coronales (20 um de grosor) con un criostato, y se colectaron
en PBS 0.01M. Las secciones fueron divididas en dos grupos, de modo tal que cortes

del mismo cerebro fueran reveladas por:

e Inmunofluorescencia: Los cortes fueron montados en vidrios positivizados,

lavados con primero con 0.3% Triton X-100 en 0.1M PB (0.3% PBT) y luego con
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0.03% Tritén X-100 en 0.1M PB (0.03% PBT). Las uniones no especificas fueron
bloqueadas con 10% de leche descremada en PBT por 1h a temperatura
ambiente. Luego los cortes fueron incubados con el anticuerpo primario PER1
(Abcam ©® ab3443) en un dilucion 1.200 en 0.03% PBT por 48h a 4° C.
Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario Donkey anti-Rabbit
IgG (H+L), Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific®, A10042) diluido 1:200 en
PBST, por 1h a temperatura ambiente. Luego de lavados con 0.03% PBT y PBS,
se colocaron 2 gotas de VECTASHIELD Antifade Mounting Medium con DAPI

(Vector Laboratories®, H-1200) y se sellaron cubriendo con un cubreobjetos.

e Inmunohistoquimica. Otro grupo de cortes coronales, fue lavado con 0.4%
Triton X-100 en 0.01M PBS (PBST). Las uniones no especificas fueron
blogueadas con 2% suero normal de caballo y 5% de leche descremada en PBST
por 1.5h a temperatura ambiente. Luego, los cortes fueron incubados con el
anticuerpo primario anti-PER1 (Abcam ® ab3443) a un dilucién 1.200 en PBST
por 24h a 4° C. Luego se incubd con el anticuerpo secundario biotinilado anti-
raton/conejo 1gG (H+L) hecho en caballo (Vector Laboratories) diluido 1:200 en
PBST por 2h a temperatura ambiente. La reaccion fue amplificada con el
complejo avidina-biotina y visualizada con el sustrato cromdgeno VIP

(Vectastatin Elite ABC kit, Vector Laboratories).
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RESULTADOS
Medicidn del par redox Glutation reducido/oxidado en los NSQ

La medicién fluorométrica del par redox glutatién reducido/oxidado (GSH/GSSG) en
muestras de los NSQ del hamster (Fig. 39), muestra un aumento de la especie oxidada
(es decir, una disminucién de la tasa GSH/GSSG) en la noche tardia (CT18) tanto
respecto a la noche temprana (CT14), como a la mitad del dia subjetivo (CT6). No se

hallaron diferencias significativas entre CT6 y CT14.
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Figura 39. Medicién de Glutation reducido/oxidado en los NSQ. Se muestra la media * SEM de la tasa
GSH/GSSG obtenida durante la mitad del dia subjetivo (CT6), noche temprana (CT14) o tardia (CT18).
ANOVA de una via, seguido de Bartlett post-test CT18 vs. CT14 y CT18 vs. CT6 *p<0.05; n=6 para CT14y

CT18, n= 8 para CT6. Valores relativizados a la concentracién de proteina de cada muestra.

Fernando Martin Baidanoff - 2017 89



Efecto del agente antioxidante L-acetil-N-cisteina sobre los cambios de fase

inducidos por luz.

Todos los pulsos de luz, tanto a CT14 como a CT18, generaron los correspondientes
cambios de fase, retrasos o adelantos, respectivamente [Fig. 40 (ANOVA de dos vias,
para LP p<0.001)]. El tratamiento i.c.v. con L-acetil-N-cisteina previo al pulso de luz
(LNAC+LP) atenud el cambio de fase inducido por luz a ambos CTs. Por otro lado se
observé que el grupo que recibié el tratamiento central con el agente antioxidante en

la noche temprana (CT14), pero sin el LP, mostrd un retraso de fase significativo.
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Figure 40. Efecto de la N-acetil-L-cisteina sobre los cambios de fase del ritmo de actividad locomotora.
Actogramas representativos en grafico doble mostrando el ritmo de actividad locomotora en
condiciones de oscuridad constante, de hamsters tratados i.c.v. con vehiculo (Veh) o 100 uM de N-
acetil-L-cisteina (LNAC), 5 min antes del pulso de luz (PL) saturante (10min, 300lux) a la hora circadiana
(CT) 14 (a., panel izquierdo) o CT18 (b., panel derecho). Los animales control solo recibieron el
tratamiento farmacoldgico sin el estimulo luminico (grupo “Solo droga”). El dia del tratamiento esta
indicado con una flecha. La estimulacién luminica se indica con una estrella. El comienzo de la actividad
se encuentra indicado por lineas derechas trazadas sobre los actogramas, indicando la fase del ritmo. Se
muestra la media + SEM de los cambios de fase (ANOVA de dos via, seguido Bonferroni post-test, para
CT14: LNAC+LP vs. Veh+LP y LNAC vs. Veh** p<0.01, n=7 para Veh, Veh+LP y LNAC, n=8 para LNAC+LP;
para CT18: *p<0.05, n=6 para Veh, n=7 para LNAC+LP, n=8 para Veh+LP, n= 10 para LNAC).
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Efecto de la L-acetil-N-cisteina sobre la re-sincronizacion a un jet-lag experimental.

Se analizé el efecto del agente antioxidante LNAC sobre la re-sincronizacion del ritmo
de actividad locomotora en rueda, en un protocolo de jet lag por retrasos de 6 h en el
ciclo LO. Al comparar con los controles, el tratamiento i.p. con LNAC a ZT14 disminuyd

casi hasta la mitad el nimero de dias para re-sincronizar al nuevo ciclo LO (Fig. 41).
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Figura 41. Efecto de la L-acetil-N-cisteina sobre la re-sincronizacién por retrasos a un jet lag.
Actogramas representativos en formato de doble gréfica indicando la re-sincronizacion del ritmo de
actividad locomotora del hamster luego de un retraso de 6h en el ciclo LO, tratados i.p. con vehiculo
(Veh, actograma izquierdo) o L-acetil-N-cisteina (LNAC, actograma derecho) 100mg/Kg. Las &reas
sombreadas indican la fase de oscuridad. Las flechas indican los dias que tarda en re-sincronizarse el
ritmo de actividad, siendo las inyecciones administradas en el dia del cambio del ciclo LO a ZT14. Se
muestra para ambos grupos la media + SEM de los dias necesarios para re-sincronizar al nuevo ciclo LO

(ANOVA de una via, seguido de Tukey Test: LNAC vs. Veh **p<0.001; Veh n=5, LNAC n=6).
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Efecto de la L-acetil-N-cisteina en la induccion de PER1 en el reloj central.

Se realizd un experimento preliminar para verificar el efecto sincronizador de la LNAC
en los NSQ del hdamster. Se utilizaron 2 animales controles (vehiculos) y 2 animales
tratados por via i.p. con LNAC (100mg/kg). Si bien el nUmero de muestras por grupo es
muy bajo para poder establecer significancia, puede observarse una mayor induccién

de PER1 en los animales tratados con LNAC (Fig. 42).

VEH LNAC

Figura 42. Efecto de L-acetil-N-cisteina sobre la induccion de PER1 en los NSQ. Se muestran cortes
coronales de cerebros de hamsters conteniendo los NSQ, que fueron reaccionados por
inmunofuorescencia (panel superior) o por inmunohistoquimica (panel inferior) para anti-PER1 ab3443
Abcam®). El nimero de muestras (n=2) para cada grupo no permite realizar el analisis estadistico de los
resultados. Se muestran las fotos para 4 cortes de un mismo cerebro, equivalentes respecto a la

posicidn antero-posterior de los NSQ.
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Efecto del glutation reducido y del glutation-S-nitrosilado sobre los cambios de fase

inducidos por luz.

Independientemente del CT, la inyeccidn i.c.v. del dador de NO S-nitrosoglutatién
(GSNO) previo al LP sub-saturante potencié el cambio de fase resultante, comparado
con los grupos controles [vehiculo (Veh+LP) y glutatién reducido (GSH+LP), Fig. 43]. El
tratamiento con el agente antioxidante GSH no generd diferencias significativas en los
cambios de fase, a los CTs analizados. Por otro lado, el mismo tratamiento
farmacoldgico con GSH, pero sin el estimulo luminico, generd un retraso de fase a

CT14 (Fig. 43 a., GSH alone)
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Figura 43. Efecto del glutation reducido (GSH) y su version S-nitrosilada (GSNO) sobre los cambios de
fases inducidos por luz. Actogramas representativos en formato grafico simple mostrando el ritmo de
actividad locomotora de hamsters en condiciones de oscuridad constante tratados i.c.v. con vehiculo
(Veh), 100 uM GSH o 100 uM GSNO 5 min antes de un pulso de luz (LP) sub-saturante (10min, 50lux) a la
hora circadiana (CT) 18. Los animales control solo recibieron el tratamiento farmacoldgico sin el
estimulo luminico (grupo “Solo droga”, actogramas superiores). El dia del tratamiento esta indicado con
una flecha. La estimulacién luminica se indica con una estrella. El comienzo de la actividad se encuentra

indicado por lineas derechas trazadas sobre los actogramas, definiendo la fase del ritmo. Se muestran la
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media + SEM de los cambios de fase (Para CT14: ANOVA de dos vias, seguido de Bonferroni post-test:
GSNO+PL vs. Veh+PL *p<0.05, GSNO+PL vs. GSH+PL p<0.001, GSH vs. Veh y GSH vs. GSNO *** p<0.001;
para CT18: ANOVA de dos vias, seguido de Bonferroni post-test: GSNO+PL vs. GSH+PL y GSNO+PL vs.

Veh+PL *p<0.05; el nimero de animales para cada grupo se indican entre paréntesis).
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Efecto del dador de nitroxil, Sal de Angeli, sobre los cambios de fase inducidos por

luz.

La administracion i.c.v. de Sal de Angeli (AS), un dador de nitroxil (HNO), previo al
pulso de luz sub-saturante a CT18, potencid los adelantos de fase inducidos por luz,
comparando con los controles (Veh+LP). Sin embargo, el mismo tratamiento
farmacoldgico pero a CT14, no tuvo efecto sobre el retraso de fase inducido por el
pulso (Fig. 44). A su vez, el tratamiento con AS sin el estimulo luminico generd un

retraso de fase significativo a CT14, no mostrando efecto a CT18.
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Figura 44. Efecto de la Sal de Angeli sobre los cambios de fase inducidos por luz. Actogramas
representativos en formato de grafico doble mostrando el ritmo de actividad locomotora de hamsters
en condiciones de oscuridad constante tratados i.c.v. con vehiculo (Veh) o 100 uM Sal de Angeli (AS),
5min antes de un pulso de luz (PL) sub-saturante (10min, 50lux) a la hora circadiana (CT) a. 18 (panel
izquierdo) o b. CT14 (panel derecho). Los animales control solo recibieron el tratamiento farmacoldgico
sin el estimulo luminico (grupo “Solo droga”). El dia del tratamiento estd indicado con una flecha. La
estimulacion luminica se indica con una estrella. El comienzo de la actividad se encuentra indicado por

lineas derechas trazadas sobre los actogramas, definiendo la fase del ritmo. Se muestran la media + SEM
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de los cambios de fase (ANOVA de dos vias, seguido de Bonferroni post-test, para CT18: AS+PL vs.
Veh+PL ***p<0.001, Veh n=4, Veh+PL y AS+PL n=5, AS n= 7; para CT14: *p<0.05, Veh n=9, AS+PL n=7,
Veh+PLy AS n=5).

Ademas, para verificar la liberacién de HNO a nivel de los NSQ por la administracidon
intracerebroventricular de SA, realizamos su medicién electroquimica in vivo en
simultdneo a la administracién de la droga [335]. Se observd un incremento dosis
dependiente de la concentracion de HNO (datos no mostrados), comprobando la

accién de esta droga in vivo en los NSQ.
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DISCUSION

En el presente capitulo se estudid la sincronizacion fotica haciendo uso de agentes
antioxidantes (LNAC, GSH) y dadores de éxido nitrico del tipo radical (GSNO) o nitroxil

(SA), con el objetivo experimental de modular el efecto de la luz.

A pesar de que la LNAC difunde a través de la membrana celular [336], su paso por la
barrera hematoencefalica se encuentra aun bajo discusidon [337, 338]. Es por ello que
se realizd la administracion intracerebroventricular (i.c.v.) obteniendo de esta manera
conclusiones mas certeras sobre el efecto del fairmaco en el reloj central. A su vez,
ensayos intraperitoneales (i.p.) permiten analizar el efecto periférico de las drogas,

cuando tal hipdtesis se encuentra bajo evaluacion.

Independientemente de la hora circadiana (CT), la administracidn i.c.v. de LNAC previo
al pulso de luz disminuyd los cambios de fase féticos (Fig. 40). Una posible explicacion a
lo observado reside en la capacidad de la LNAC para actuar como un secuestrador
intracelular de éxido nitrico (NO), proceso que requiere de la auto-oxidacién de este
gas di-atdmico [339-341]. Otra posibilidad, recae en su accionar como agente des-S-
nitrosilador [342-344]. En este sentido, no solo la des-S-nitrosilaciéon del RyRIl [168,
345] sino también de la propia sGC [342, 346] podrian modular su apertura o
activacion, respectivamente. Por lo tanto, LNAC podria atenuar el cambio de fase
inducido por luz, al impedir esta modificacién post-traduccional dependiente del
estado redox, afectando la comunicacién rio debajo de la NOS, actuando tanto a nivel
del propio mensajero gaseoso producido (NO), como sobre los sustratos descriptos

(RyRIl'y sGC).

Por otro lado, el tratamiento central con este agente antioxidante sin el estimulo
luminico modificé la fase del reloj circadiano, particularmente retrasando el reloj a
CT14 (Fig. 40, grupo LNAC “solo droga”). De manera similar, se observé que la
administracién periférica de LNAC a ZT14 acelera la tasa de re-sincronizacién por
retrasos al ciclo LO (Fig. 41). Si bien no se puede descartar la interaccion de la LNAC con
diversas cascadas bioquimicas [347], uno de los principales mecanismos por el cual
esta droga afecta al estado redox se basa en su capacidad de ser hidrolizada

intracelularmente a cisteina, precursora en la biosintesis de GSH [348-352]. A pesar de
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gue no fue medido en este trabajo, cabe la posibilidad de que la LNAC incremente los
niveles de GSH a nivel de los NSQ, generando un cambio en el ritmo circadiano redox
central (ver Figura 10 en la seccidon “Introduccion”), el cual fue analizado en este
trabajo, determinando la tasa GSH/GSSG en los NSQ a CT6, 14 y 18 (Fig. 39). Tal
medicion permite suponer que conforme avanza la fase de actividad del animal, y
aumenta su tasa metabdlica basal y el consumo de oxigeno [353, 354], se incrementan
los niveles de las especies oxidadas sobre las reducidas. La inyeccién de LNAC podria
estar modificando la fase de este potencial ritmo de GSH/GSSG a nivel central,
alterando indirectamente la fase del reloj molecular (TTFL). En este sentido, y si bien
son resultados preliminares, hemos podido observar que la administracién sistémica
(i.p.) de este agente antioxidante a CT14 induce la expresién de PER1 en los NSQ (Fig.
42). Ademas, dicha hipdtesis es congruente con el resultado obtenido de la
administracién del propio glutation reducido (GSH) a nivel central, dado que el
tratamiento con este agente antioxidante, sin el estimulo luminico, también generé

retrasos de fase a CT14 (grupo GSH Fig. 43 a.).

Respecto a los cambios de fase inducidos por luz, se observé una clara diferencia entre
los agentes antioxidantes GSH (Fig. 43) y LNAC (Fig. 40): mientras que GSH no tuvo
efecto, LNAC los atenud. Si bien ambos compuestos aumentan el nivel intracelular de
cisteina, GSH debe ser primero metabolizado por la y-glutamil transpeptidasa de
astrocitos [355, 356] (Fig. 45). En contraste con la casi inmediata importacion de LNAC,
la incorporacién enzima-dependiente para el GSH podria explicar la ineficacia de éste
ultimo antioxidante sobre la cascada inducida por luz. Por lo tanto, GSH podria estar
modificando el potencial ritmo redox, (induciendo retrasos a CT14) pero no la

inmediata activacién de la cascada por luz.

Por otro lado, el tratamiento con S-nitrosoglutation (GSNO), un tripéptido S-nitrosotiol,
potencid tanto los adelantos como los retrasos de fase inducidos por luz (Fig. 43). Un
revision critica sobre este compuesto [319], corrobora efectivamente que GSNO
funciona tanto como un dador de éxido nitrico radical (6 NO), como un agente S-
nitrosilador/S-glutationilador. Por consiguiente, tanto la activacién por el transmisor
gaseoso sobre la sGC [357-360], como modificaciones post-traduccionales

involucradas en la apertura del RyRIl [361], serian factibles de ser potenciadas por
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GSNO. Estos resultados apoyan la hipotesis planteada en la Discusion del capitulo 1, y
formulada en el capitulo 2, sobre la capacidad de dadores de NO del tipo S-nitrosotiol
(como GSNO y SNAP), para potenciar ambas vias de sincronizacién, ya que ambos
actuan tanto liberando NO gaseoso, como promoviendo procesos de trans-S-

nitrosilacion.

La potenciacion de los adelantos de fase inducidos por luz a CT18 por accion de la Sal
de Angeli (Fig. 41), un dador de nitroxil (NO’), permite corroborar la ya establecida
accién de esta droga sobre la actividad de la sGC [362, 363]. Sin embargo, aln no esta
claro si esto ocurre por la accion directa del NO sobre la enzima [364], o si se requiere
de una previa conversion de NO a eNO [323]. Independientemente del mecanismo, el

aumento resultante de cGMP podria ser el principal motivo de tal potenciacion.

A pesar de su rapida y termodinamicamente favorable reaccién sobre tioles [365-367]
y su comprobada eficacia para inducir la apertura del RyRIl in vitro [321], la
administracion in vivo i.c.v. de SA no tuvo efecto sobre los retrasos de fases inducidos
por luz a CT14, a la dosis ensayada (Fig. 41). Este resultado permite suponer que si bien
el NO posee tedricamente una mayor capacidad para generar el ataque nucleofilico
sobre el atomo de azufre [368], esta reaccidon podria no estar favorecida en
condiciones fisioldgicas para este receptor intracelular asociado a reticulo
endosplasmatico. En primer lugar, su alta reactividad por tioles lo hace altamente
susceptible de ser secuestrado por GSH [366], hecho que permite pensar en que la
compartimentalizacién intracelular es un factor crucial al momento de activar los
sustratos [215, 369]. Si bien NO™ puede difundir facilmente a través de la membrana
celular [370], no se descarta que pueda actuar sobre proteinas de membrana, donde la
concentracion de GSH es menor [371]. Sin lugar a dudas, tales diferencias sobre la
localizacion intracelular genera una reactividad diferencial, fendmeno que se evidencia
en la preferencia del NO™ por tiolatos sobre tioles [369, 372]. Teniendo en cuenta lo
anterior, y considerando el resultado de las mediciones de GSH/GSSG en muestras de
NSQ (Fig. 36), se podria suponer que la elevada presencia de la versién de GSH
reducido en la noche temprana (CT14), podria explicar la ineficacia de SA en promover

los retrasos de fases, a la dosis ensayada.

Fernando Martin Baidanoff - 2017 99



A pesar de su similar efectividad como vasodilatadores, el dxido nitrico radical (éNO) y
su versién reducida, el nitroxil (NO’), poseen una notable diferencia en su accionar
[310]. Mientras que la via clasica dependiente de cGMP es activada en ambos casos, la
infusion de NO" induce ademas un aumento en los niveles plasmaticos del péptido
relacionado al gen de la calcitonina (CGRP, por sus siglas en inglés: Calcitonin Gene
Related Peptide [373, 374]), cuya liberacidn es inducida por la S-nitrosilacidon/oxidacion
del canal de membrana TRPV1 (por sus siglas en inglés: Transient Receptor Potential
Channel A1 [316]). Si bien no estd comprobada la relacién del CGRP con los cambios de
fase, es reconocida la presencia de este péptido y la de su receptor en la regién ventral
de los NSQ [52, 375, 376]. Tales indicios hacen suponer que el retraso de fase inducido
por SA sin el estimulo luminico (“AS-droga sola” a CT14, Fig. 33 b.) podria deberse a la
liberacion central de este neuropéptido. Futuros ensayos permitirdn comprobar tal

hipotesis.

A modo de resumen de este capitulo, se muestra en la Figura 45 un esquema que
modela las intervenciones farmacoldgicas empleadas para estudiar la modulacién de la

sincronizacién fotica del reloj circadiano.

Astrocito

Neurona

Retraso de fase Adelanto de fase

Figura 45. Modelo de accion de los antioxidantes GSH y LNAC y de los oxidantes GSNO y SA sobre la
sincronizacion fética del reloj central. Se muestra en la parte superior la liberacidn de glutatidon (GSH)

por parte de los astrocitos y su hidrdlisis por accién de y-glutamin transpeptidasa (GGT) a glicina-cisteina
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(CysGly), cuya exportacion a neuronas media la sintesis de novo de GSH en estas células. Este
compuesto modula los niveles de NO a CT14 produciendo GSNO. La administracion de GSH i.c.v. podria
seguir el mismo trayecto. En cambio el tratamiento con LNAC tendria un efecto directo sobre los
sustratos por su capacidad de atravesar la membrana plasmatica. Tanto el dador de NO radical (GSNO)
como nitroxil (SA) potenciaron los adelantos de fase inducidos por luz. En cambio, solo el dador del tipo

S-nitrosotiol (GSNO) potencid los retrasos de fase.
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CAPITULO 3.

DETERMINACION DE MODIFICACIONES
POST-TRADUCCIONALES REDOX-
DEPENDIENTES EN PROTEINAS DEL RELOJ
MOLECULAR.
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INTRODUCCION

En los anteriores capitulos se estudid la modulacidon farmacolégica de agentes con
distinta tiofilicidad y capacidad oxidativa sobre la sincronizacién por la luz del ritmo de
actividad locomotora en rueda del hamster. En el presente, se expondran los
resultados obtenidos in vitro para la accidén de agentes oxidantes del tipo S-NO y ROS,
sobre la dinamica de algunos componentes del reloj molecular circadiano, las

proteinas PER2, BMAL1 y CRY2.

Los presentes resultados permitiran realizar una caracterizacion redox de tales
proteinas, analizando la potencial presencia de cisteinas oxidables en su estructura, su
sensibilidad a sufrir modificaciones post-traduccionales por S-nitrosilacién, y su efecto

sobre la estabilidad del mondmero y su posible dindmica de dimerizacion.

Es necesario realizar una introduccion extendida para este capitulo. Principalmente,
para explicar como estan conformadas las proteinas bajo estudio, siendo crucial su
analisis a través de la comparacion de estructuras cristalograficas obtenidas
inicialmente en Drosophila melanogaster, con la subsiguiente comparacién de su

version en ratones.

Descripcion estructural del reloj molecular circadiano.

La proteina PERIOD de mamifero (mPER) y de Drosophila sp. (dPER), al igual que los
factores de transcripcion de mamiferos beta hélix-loop-hélix-PAS (bHLH-PAS) CLOCK,
NPAS2 y BMAL1 y sus homélogos en Drosophila sp. dCLOCK (CLK) y dCYCLE (CYC)
poseen dos dominios PAS organizados en tdndem, referidos como PAS-A y PAS-B. El
domino PAS media interacciones homo y héterodiméricas que probablemente median
la funcionalidad del extremo C-terminal de la molécula, dénde se alojan motivos de
control de localizacion celular, estabilidad, sitios de modificacion post-traduccional
(principalmente fosforilaciones), regiones involucradas en la regulacion transcripcional
(e.g. el dominio de inhibicién de dCLK/CYC en dPER), sitios de unién a otros
componentes del reloj (e.g. CKle o CRY), sitios de unién para moléculas que median

funciones fisioldgicas (e.g. receptores nucleares) [84, 377-382]. El dominio PAS de los
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factores de transcripcion bHLH-PAS media la formacidn de dimeros y la especificidad
del compafiero [383], regulando tanto la actividad transcripcional, como el
reclutamiento de los factores reguladores asociados. Estas funciones son mediadas por
las regiones N-terminal, que contienen los dominios bHLH de unién a la region E-box
en el ADN (region promotora de los genes reloj) [384], y por los dominios de activacién

transcripcional localizados en el extremo C-terminal del dominio PAS.

En los ultimos afos, la estructura cristalografica de fragmentos del dominio PAS de
dPER [377, 385] y los homdlogos de raton mPER1,2,3 [242, 386] han sido resueltas.
Todas estas estructuras muestran la organizacién en tdndem de los dominios PAS-Ay —
B de los homodimeros PERIOD y de los heterodimeros CLOCK/BMAL1, sugiriendo una
posible modulacién de la funcidn de estas moléculas mediada por la dimerizacién por

PAS [387].

En particular para mPER2 (Fig. 46), el dominio de interaccidon con receptores nucleares
(LXXLL) juega un rol fundamental regulando su migracion entre el nucleo y el
citoplasma; sugiriendo un modelo de rapida importacion nuclear, y una exportacion y
degradacion lenta [388, 389]. A su vez, todas las proteinas mPER poseen una secuencia
de exportacién nuclear (NES) [390], que para el caso de mPER2 se encuentra dentro de
la regidon de contacto del homodimero. De esta manera interacciones homo- y
heterodiméricas de las proteinas mPER podrian modificar la funciéon de NES afectando

la velocidad del reloj circadiano [387].

Como ya se ha dicho, los cambios en el estado redox celular generan cambios
circadianos en diferentes organismos: la tasa de oxidacién de quinonas reducidas en
cianobacterias se encuentra involucrada en el reseteo del reloj afectando la proteina
reloj KaiA [391]; en Neurospora crassa las ROS son producidas circadianamente,
regulando la actividad de la proteina reloj WC [251]. A su vez, las ROS pueden inducir
la generacién de puentes disulfuro por oxidacidn de tioles de cisteinas en sitio activos,
modificando la actividad de proteinas, actuando tanto en la via de defensa a ROS como
en otros mecanismos de sefializacion [392]. Por lo tanto, la modificacion de la
concentracion de ROS podria directa o indirectamente modificar el estado de
oxidacién de cisteinas, afectando al reloj circadiano. La modificacién post-traduccional

del tiol en cisteinas, es un mecanismo de sefalizacidon universal de deteccidon redox,
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participando tanto en condiciones fisioldgicas o patolédgicas dependiendo del nivel de

estimulo (Figura 47).
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A. PAS B
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Figura 46. Regiones de interaccion proteina-proteina de mPER2. A. Los dominios PAS A y B de PER,
BMAL1 y CLOCK se encuentran asociados al dominio PAS-C-terminal (PAC). La region se encuentra
flanqueada por los sitios de unidn de quinasas regulatorias GSK3p y la ligasa ubiquitina B-Trc. Ambas
actividades enzimaticas afectan la vida media de mPER2. El motivo hélice-giro-hélice (HLH) se asemeja al
motivo de unién a DNA, sin embargo no es funcional. mPER2 posee tres sitios de exportacién al nucleo
(NES), un sitio de localizaciéon nuclear (NLS) y un dominio de localizacion citoplasmatica (CLD). La
interaccidon con proteinas CRY estd mediada por el extremo C-terminal. A su vez, la proteina contiene
secuencias de fosforilacién para casein quinasa 1 (CKlI). B. Se muestran los dominios LXXLL y CoRNR,
potenciales dominios de unidon a receptores nucleares. Sin embargo, solo se ha comprobado tal

interaccion para el dominio N-terminal LCCLL. (Figura tomada de [393])
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Figura 47. Modificaciones reversibles e irreversibles de cisteinas y su regulacién por el estado redox.
A. La oxidacién de los tioles/tiolatos (RSH/RS') en cisteinas por especies reactivas de oxigeno, nitrogeno
o carbonil (ROS, RNS y RCS, respectivamente) llevan a la formacion del altamente reactivo acido
sulfénico (RSOH), quien puede interactuar con otro tiol para producir un puente de disulfuro (RSSR) o
con glutatién (GSH) dando una S-glutationilacion (RSSG). Estas modificaciones oxidantes son reversibles,
y su reduccion es catalizada por el sistema de tioredoxinas (Trx) y/o glutaredoxinas (Gsx). La oxidacién
del 4cido sulfénico a sulfinico (RSO2H) y sulfénico (RSO3H) conforman las modificaciones irreversibles in
vivo B. La homeostasis del estado redox es mantenida por un balance entre los sistemas opuestos anti-
oxidantes y pro-oxidantes. Sin embargo, la homeostasis es un término relativo considerando el potencial
del ambiente de glutatidn, el principal redox buffer, que puede variar drasticamente dependiendo de la
localizacidn intracelular, pero también por procesos globales como por ejemplo el estado del ciclo

celular de las células. Las proteinas con cisteinas redox-sensibles formadoras de puentes disulfuro,
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responderan al potencial del ambiente cuando éste se encuentre dentro del rango fisiolégico (Ep,
potencial intermedio, dado por la ecuacién de Nernst). Para ilustrar éste punto se muestra una proteina
con sus tioles/puente disulfuro controlando su actividad; el E,, de esta pareja de tioles es -200 mV
cuando la célula se encuentra proliferando con un potencial de ambiente altamente reductor.
Contrariamente, una célula en el camino de la apoptsis presenta un potencial oxidado (entre -200 y -160

mV), favoreciendo la formacidn del enlace disulfuro [Figuras adaptadas de [225, 392, 394]].

En el presente capitulo se realizara una caracterizacién redox in vitro de las proteinas
PER2, CRY2 y BMAL1, haciendo uso de diferentes técnicas para evaluar la presencia de
cisteinas oxidables (PEG-switch), su oxidacién por S-nitrosilacién (Biotin-switch), y
observar el efecto de agentes oxidantes (S-nitrosocisteina y perdxido de hidrégeno)

sobre la dindmica de homodimerizacion.
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OBJETIVOS.

Objetivo general:

Determinar si componentes del reloj molecular circadiano sufren modificaciones post-
traduccionales por S-nitrosilaciones de cisteinas que dependen del estado redox

celular.

Objetivos particulares.

1. Demostrar la existencia de cisteinas oxidables en PER2, BMAL1, y CRY2
2. Demostrar la existencia de S-nitrosilaciones en estas proteinas.
3. Estudiar la dindmica de homodimerizacidn por accién de agentes oxidantes.
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MATERIALES Y METODOS

Drogas y reactivos.

La sintesis de S-nitrosocisteina (CysNO) fue realizada en el momento de cada ensayo
experimental. Brevemente, se mezclaron cantidades equimolares (100mM) de L-
cisteina (Fluka Analytical) en 0,1N HCl y (100mM) nitrito de sodio (SIGMA, 563218), se
deja reaccionar en oscuridad por 10 min y se frena la reaccién con 0,1N NaOH. La
formacién de CysNO fue determinado espectrofotométricamente a 340nM [395].

Todos los demas reactivos fueron obtenidos de Sigma Aldrich®.

Animales

Ratones machos C57BL/6J machos adultos (3-4 meses de edad) fueron criados bajo
un ciclo de 12h luz: 12h de oscuridad [(12:10 LD), hora reloj de apagado de las luces
18.00], con un promedio de 200 lux a nivel del sustrato de las jaulas, con alimento y
agua ad libitum y temperatura controlada a 20 + 2°C. Los animales fueron anestesiados
con una mezcla de isoflurano y oxigeno (2%, 200 ml/min) y sacrificados por dislocacion
a ZT6, ZT14 y ZT22. Sus cerebros fueron inmediatamente diseccionados, colocados en
tubos de 2ml, congelados en nitrégeno liquido y almacenados a -80° C [396]. Al dia
siguiente, se realizé un corte coronal de los cerebros de 1mm de espesor a la altura del
quiasma optico y la rodaja fue disgregada en mortero, pesada y disuelta a 1mg
tejido/ml de Buffer de Homogenizacién (Tris-HCl 100mM, 1%SDS, 100mM maleimida,
0.2M neocuproina, ImM DTPA). Las muestras fueron luego resueltas en 4X Laemmli
Buffer con o sin 2-mercaptoetanol al 5% para el posterior analisis por western blot

respectivamente de muestras en condiciones reductoras o no reductoras.

Condiciones de cultivo in vitro.

Se empled la linea celular embrionaria de rifién humano 293 (HEK293, por sus siglas en
inglés “human embryonic kidney”). Las células fueron crecidas en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con alta glucosa (Gibco, ThermoFisher®) vy

antibidtico-antimicdtico (Gibco®) a 37° C en atmdsfera humidificada con 95% aire / 5%
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CO2. Para los sub-cultivos, las células confluentes en monocapa fueron repicadas cada
4-5 dias divididas en una tasa 1:3-1:6, lavando con PBS pH 7.4 (sin Ca2+ ni Mg2+,
Gibco®) e incubando con Tripsina/EDTA (al 0,05% Gibco®) por 10 min a 37° C. La

densidad de sembrado fue de 2 x 10° células/ botella de 25cm?.

Purificacion de plasmidos.

Los plasmido pMC2SG5-mCry2 y pBMPC3-mBmall (Addgene plasmid # 31283 y 31367,
respectivamente), fueron cordialmente cedidos por Aziz Sancar [397]; mientras que el
pCMV Sport2 mPer2 fue cedido por Cheng Lee (Addgene plasmid # 16204 [198]).
Luego de recibidos los tacos de agarosa con las bacterias E. coli transformadas con
cada plasmido, se procedi®6 acorde indica el proveedor (Addgene,

http://www.addgene.org/). Brevemente, las bacterias se estriaron en placas LB

conteniendo los antibidticos correspondientes hasta obtener colonias. Luego se picd
una colonia en LB liquido con antibidtico y se incubd a 37° C con agitacion continua.
Parte del cultivo resultante se utilizd para realizar stock en glicerol para su
almacenamiento a -80° C; y parte para obtener un nuevo cultivo para realizar la
extraccion del pldsmido por Maxi-Prep (QIAGEN®), siguiendo las indicaciones del kit
comercial. Se recuperd el DNA plasmidico en agua destilada estéril y apirdégena, y se

procedié a cuantificar con nanoDROP (ThermoScientific®).

Transfecciones transientes de HEK293.

Para las transfecciones transientes de las células HEK293, se empled el reactivo
Lipofectamina® 2000 (Invitrogen, ThermoFisher). Se procedié a la puesta a punto
indicada por el manual del fabricante (datos no mostrados), utilizando 1,5 ul de
Lipofectamina con 300ng de plasmido para pBmall y pCry2, o 450ng para pPer2 por
pocillo en placa de 12 pocillos. Pasadas las 24hs de transfeccién, se procedié a un
lavado con PBS y cambio de medio, manteniendo las células en incubadora gasificada a

37° C hasta el momento de los ensayos farmacoldgicos.
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Determinacion de cisteinas oxidables por el método PEG-Switch.

Para la determinacién de cisteinas oxidables de proteinas, se procedié a realizar el
método PEG-Switch [398]. Brevemente, las células HEK293 previamente transfectadas
y tratadas con H,0, (10, 100 o 1000uM) por 10 min fueron lisadas en buffer 100mM
maleimida 1% SDS en 100mM Tris-HCl pH 7.4, e incubadas por 25 min a 50° C para
bloquear las cisteinas reducidas a tioles. El agregado de DTT a concentracién final de
200mM vy su incubacion por 30 min permite la reduccién de modificaciones oxidativas
reversibles (puentes de disulfuro entre cisteinas). A continuacién se marcaron las
cisteinas ahora reducidas con Metoxi-polietilenglicol maleimida 5000 o 10000 NMR
(PEG-maleimida, Sigma®) a una concentracién final 10mM en 1%SDS durante 2 horas.
Finalmente se interrumpid la reaccion con 4X Laemmli buffer de siembra con 10% de
2-mercaptoetanol. Luego, se corrieron las muestras en un SDS-PAGE y se revelé por
western blot. Debido al incremento en su peso molecular dado por el PEG, la proteina

marcada correrd diferente respecto al control.

Determinacion de S-nitrosilaciones por el método Biotin-switch dependiente de
ascorbato.

Las S-nitrosilaciones fueron detectadas en las muestras a través de la reduccién
selectiva de los S-nitrosotioles por accién del ascorbato y su marcacidn posterior con
biotina, método conocido como Biotin-Switch [399]. Brevemente, células HEK293
transfectadas con PER2 fueron tratadas con 100uM de CysNO o PBS durante 1, 3, 5,
10, 15 y 30 minutos. Luego de dos lavados con PBS, las células fueron lisadas en buffer
de lisis (1%SDS, 100mM maleimida, 0.2mM neocupina, 1mM 4&cido dietilen-triamin-
penta-acético, 100mM Tris-HCl pH 7.4) e incubadas por 25 minutos a 50° C en la
oscuridad para bloquear los tioles libres. Las muestras fueron luego desaladas en
columnas Zeba Spin (Thermo Scientific) y recolectadas en tubos conteniendo el buffer
de marcacion (0.5mM biotin-maleimida, 0.5% SDS, 10uM sulfato de cobre (ll), 60mM
ascorbato), incubandose por 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Se empled
100mM maleimida en 100mM Tris-HCl para frenar la reaccién. Basandose en el peso
molecular estimado para PER2 (150kDa), se concentraron las muestra por

centrifugacién vy filtrado a 100kDa (Amicon® Millipore). Finalmente se procedié a la
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purificacion de las proteinas biotiniladas con pelotitas magnéticas conjugadas con
estreptoavidina (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1, Invitrogen®) y disueltas en 4X

Laemmli Buffer para su posterior analisis por western blot.

Western-blot.

Las muestras resueltas por western-blot fueron todas previamente obtenidas
directamente en el buffer de siembra correspondiente. Se emplearon geles pre-
armados Mini-PROTEAN® TGX™ Pre-cast Gels (BioRad®) 4-20% o 4-15% de 10 o 15
calles, dependiendo del caso. Se empled el marcador de peso molecular Precision Plus
Protein Western Blotting Standards (BioRad®) y se transfirié haciendo uso del equipo
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad) a membranas Immun-Blot® PVDF
(BioRad) o los pre-ensamblados Trans-Blot turbo Transfer (BioRad®), éste ultimo solo
para el caso de las muestras del Biotin-Switch. Se emplearon diluciones 1/1000 de los
anticuerpos primarios conejo anti-PER2 (Milipore, AB5428P), conejo anti-CRY2
(Chemicon Int., AB15056), ratén anti-BMAL1 (Santa Cruz Biotech., sc-365645), ratén
anti-ACTINA (SIGMA, A5441) o conejo anti-GAPDH (Cell Signal. AB#2118) en 0.05%
Tween 20, 5% de leche descremada PBS. Los anticuerpos secundarios IgG-HRP anti-
raton y anti-conejo (Cell Signalling Tech) fueron usados en diluciones 1/5000. Se
empled el sistema de revelado Pierce™ ECL Western Blotting (ThermoFisher) o, para el
caso del Biotin-switch, se empleé ademads el SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (ThermoFisher) para una mejor resolucion. Finalmente las placas
radiograficas para western blot (ThermoFisher) fueron resueltas en un revelador
automatico y escaneadas para su posterior anadlisis. Las placas radiograficas fueron
escaneadas para la cuantificacién de la Densidad en la Intensidad Optica (10D, por sus
siglas en inglés “Intensity Optic Density”) aplicando el software GelProAnalyzer v3.1

(Media Cybernetics®).
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RESULTADOS

Determinacion cualitativa de cisteinas oxidables en PER2 y CRY2.

Se realizd el ensayo de PEG-Switch para demostrar la existencia de cisteinas oxidables
en estas proteinas reloj. El analisis por western blot de extractos proteicos de células
HEK transfectadas con CRY2, muestra un claro corrimiento de la banda
correspondiente a CRY2, luego del tratamiento a 200 uM de H,0, (Fig. 48). Este ensayo
permite corroborar la presencia de cisteinas oxidables en esta proteina. Sin embargo,

cabe aclarar que tal efecto no fue reproducido a una concentracién inferior (100 uM).

En el caso de PER2, se pudo evidenciar un ligero desplazamiento de la banda
correspondiente, incluso para las dosis mas bajas empleadas de H,0,, cuando se utilizo
una marcacion de 10kDa (Fig. 48). Corridas en geles mds largos no permitieron un
bandeado claro, y tampoco se logré obtener bandas utilizando PEGs de mayor peso

molecular (datos no mostrados).

A H,0, (uM) B
PBS PBS 200 100 H,0, (uM)
PBS 1000 100 10 PBS

Anti-CRY2 ———.—.—-(~67 kDa)

——.—-—“—-—“— 130KDa
Anti-GADPH
i - - e 10KDa-PEG SWITCH

Figura 48. PEG-Switch. A. Western Blot anti-CRY2 y anti-GAPDH, y B. anti-PER2 de lisados de células de
HEK293 transfectadas con el plasmido para mCry2 o mPer2, tratadas durante 10 min con PBS, 10, 100,
200 o 1000 uM H,0, a temperatura ambiente, y procesadas por PEG-Switch. Se observa la banda
correspondiente a CRY2 de alrededor de 67kDa (corre cercana a la banda de 75kDa del /ladder), o PER2
de aproxidamente 130kDa (cercana a la banda de 150kDa del /adder) y el control GAPDH a 36kDa (corre
cercana a la banda de 37kDa). Para el caso de CRY2 200 uM, se observa un claro corrimiento de la banda
a pesos moleculares mayores, correspondiente a la marcacién del PEG de 5kDa. Para el caso de PER2,
todas las concentraciones ensayadas de H,0, muestran un ligero desplazamiento, que podria

corresponder a la marcacion del PEG de 10kDa.
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Determinacion de S-nitrosilaciones globales por ensayo de Biotin Switch
dependiente de ascorbato.

En primer lugar se corrobord la capacidad de CysNO de inducir S-nitrosilaciones. Para
ello células HEK293t sin transfectar fueron tratadas con 10, 100 o 200 uM CysNO o PBS
durante 30 min. Se resolvieron las S-nitrosilaciones globales mediante western blot
con Strept-HRP y se relativizd la densidad o6ptica integrada (IOD) de toda la calle
respecto al control de carga GAPDH. El andlisis de los resultados comprueba un
aumento de las S-nitrosilaciones globales respecto al control para 100 y 200 uM de

CysNO (Fig. 49).

30 min CysNO (uM)
PBS 10 100 200 S-nitrosilaciones globales en HEK293t

IB: Strept-HRP

Valores relativos
N
o
n
[ ]

PBS 10 100 200
e e S e |B: GAPDH uM CysNO

Figura 49. S-nitrosilaciones globales inducidas por CysNO. A. Se muestra la resoluciéon de un western
blot representativo con Strept-HRP sobre lisados de células HEK293 tratadas con 10, 100 o 200uM de
CysNO vs. el control con PBS. B. SEM+ media de valores de densidad éptica integral (IOD) de toda la calle
relativizada a la sefial 10D del control de carga GAPDH (ANOVA de una via, p<0.001, T-student no

paramétrico *p<0.05 vs. Vehiculo; n=4)
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Determinacion de S-nitrosilaciones en PER2

Sélo se pudo detectar la version S-nitrosilada de PER2 a tiempos cortos entre 1y 5 min

(Fig. 50).

PBS CysNO
5 1 5 15 (min)

-250

. -150
-100
75

-50

-37

IB: PER2

Figura 50. S-nitrosilaciones en Per2. B. Deteccion de PER2 S-nitrosilada
resuelta por inmunoblot para PER2 marcada por Biotin-Switch y su
posterior purificacion por Dynabeads Streptavidin. Para generar las S-
NO se trataron los cultivos con 100 uM de CysNO durante 1, 5, y 15 min

y las muestras fueron inmediatamente procesadas para su marcacion.
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Efecto de oxidaciones por S-nitrosilacion sobre la estabilidad de PER2 in vitro.

A continuacién se procedié a analizar si la estabilidad de PER2 depende de S-
nitrosilaciones, para lo cual se decidié emplear el agente S-nitrosilante CysNO, a una
concentracion 100uM y se observo su efecto a diferentes tiempos de incubacién (1-30
minutos). El tratamiento con CysNO generé la disminucion en el tiempo (1-5 min) de la
banda correspondiente al monédmero de PER2 (150 kDa), hasta practicamente su no
deteccion en el gel (10-30 min). Paralelamente se observé la aparicion transitoria de
una banda de 250 kDa (1-5 min), y de una banda de mayor peso molecular presente a
lo largo de todo el tratamiento (1-30 min). Estas bandas fueron consideradas como: la
forma “dimérica” (PER2:PER2) y multimérica de PER2 (agregado), respectivamente

para el posterior analisis.
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Figura 51. Efecto del tratamiento con CysNO sobre la cinética de la estabilidad de PER2. Células
HEK293t transfectadas con mPer2 fueron tratadas con 100 uM de CysNO o PBS por 1, 3, 5, 10, 15 0 30
min. Arriba: Se muestra un inmunoblot representativo para PER2 y GAPDH; se observan las bandas

correspondientes a PER2 monomérica (ligeramente inferior a 150kDa), “dimérica” (=250 kDa,
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PER2:PER2), agregados de alto peso molecular, y GAPDH (37kDa). Abgjo: Se muestran los valores
relativos para PER2 monomérica o “dimérica” (PER2:PER2) para cada réplica de 3 experimentos
realizados. La cuantificacion 10D para PER2 monomeérica o “dimérica” fue relativizada al valor de GAPDH
en cada calle (ANOVA de dos via, para: tratamiento p<0.0001, tiempo p<0.05, seguido de Test de
Bonferroni *p<0.05 y ***p<0.001; para PER2:PER2: ANOVA de dos vias, para: tratamiento p<0.0001,
tiempo p<0.01, seguido de Test de Bonferroni *p<0.05).

Seguidamente se estudié el efecto de la concentracién de CysNo sobre la estabilidad
de PER2. Se observé que el tratamiento con CysNO disminuyd significativamente la
cantidad relativa de  PER2 monomeérica, induciendo procesos de
“dimerizacién”/agregacion en el rango de 10-100 uM (Fig. 52). De la comparacién de
las dosis 100 y 1000 uM, se observa que la banda monomérica desaparece
completamente solo a la menor dosis. Se hipotetiza que procesos irreversibles (tal
como la nitracién de tirosinas [400]) podrian estar siendo favorecido por la mayor

dosis, a expensas de las reversibles (ver Fig. 53) S-nitrosilaciones de cisteinas.

CysNO CysNO CysNO
PBS 10 100 1000 PBS 10 100 1000 PBS 10 100 1000 (uM)
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Figura 52. Efecto de la concentracion de CysNO sobre la estabilidad de PER2. Células HEK293t
transfectadas con mPer2 fueron incubadas con 10, 100 o 1000 uM de S-nitrocisteina (CysNO) por 30

min. Se observan las bandas correspondientes a PER2 monomérica (ligeramente inferior a 150kDa),
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“dimérica” (=250 kDa, PER2:PER2), agregados de altos peso molecular y GAPDH (37kDa). La
cuantificacion de PER2 (=150), PER2:PER2 (=250), o de agregados fue relativizada primero al 10D
obtenido para el correspondiente control de carga (GAPDH) en cada calle, y luego al promedio del grupo
control PBS para cada versidn. Se muestra el valor relativo obtenido para la versidn monomérica (A.)
“dimérica” (B.) o agregados (C.), para cada réplica realizada [Para PER2 y Agregados: ANOVA de una via,
seguido de test de Dunnet: PBS vs. 100uM, *p<0.05 (n=3)].

El efecto del agente S-nitrosilador CysNO resulta reversible por accion del agente
reductor 2-mercaptoetanol (Fig. 53), al observarse un aumento significativo para la

banda PER2 monomérica cuando las muestras son tratadas con este agente (Fig. 53 e.).
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Figura 53. Reversion del efecto de CysNO sobre la estabilidad de PER2. Células HEK293t transfectadas
con mPer2 fueron tratadas con 100 uM de S-nitrocisteina (CysNO) o PBS por 30 min. Se muestra el
resultado del inmunoensayo (IB) para PER2 y GAPDH de muestras reducidas (derecha) o sin reducir
(izquierda) con 2-mercaptoetanol. Se observan las bandas correspondientes a PER2 monomérica
(=150kDa, PER2), “dimérica” (=250 kDa, PER2:PER2), agregados de alto peso molecular, y GAPDH
(37kDa). La cuantificacion de la IOD de PER2, PER2:PER2, o agregados, fue relativizada primero al I0D
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obtenido para el correspondiente control de carga GAPDH de cada calle, y luego al promedio del grupo
control PBS para cada version (monomeérica, dimérica, o agregados). Se muestra la media + SEM para: a.
mondmero de PER2 de muestras reducidas; b. mondmero de PER2 (test de Student para muestras
independientes, **p<0.01), c. agregados (Test de student para muestras independientes, **p<0.01) y d.
dimeros PER2 en muestras sin reducir. En e. y f. se muestra la relacion antes/después para la
comparacion entre la muestra reducida o sin reducir de PER2 tratadas con CysNO (test de Student para
muestras dependientes, *p<0.05) o PBS, respectivamente. En g. y h. se muestra el valor relativo
correspondiente al mondmero o dimero de cada calle (n=4) por acciéon de CysNO (Test de student para

muestras dependientes, **p<0.01) o PBS, respectivamente.

Para verificar si el efecto de formacion de dimeros/agregados se debe a la accion del
grupo S-NO del compuesto, se utilizd L-cisteina (L-Cys) comparando con CysNO. El
tratamiento con L-Cys no produjo cambios en la estabilidad del mondmero,

corroborando que el efecto observado con CysNO se debe a la accidn oxidante del S-

NO (Fig. 54).
A. B.
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Figura 54. Comparacidon entre los efectos de la L-Cisteina y de la CysNO sobre la dindamica de PER2.
Células HEK293t transfectadas con mPer2 fueron incubadas con 100 uM de S-nitrocisteina (CysNO) o L-
Cisteina (L-Cys) por 30 min. En A. Se muestra el resultado del inmunoensayo (IB) para PER2 y GAPDH de
muestras sin reducir. Se observan las bandas correspondientes a PER2 monomérica (ligeramente
inferior a 150kDa), agregados de altos peso molecular y GAPDH (37kDa). En B. se muestra la
cuantificacién de 10D de PER2 monomérica fue relativizada al 10D obtenido para el correspondiente
control de carga GAPDH de cada calle [media + SEM para PER2 monomeérica (test de Student para

muestras independientes, *p<0.05)].
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Ademads, se utiliz6 perdoxido de hidrogeno (H,0,) como agente oxidante para

corroborar que el efecto observado sea por oxidaciones. Se observé una atenuacién de

A. H,0, (uM) B.
PBS 100 200 500 " PER2
- 5% .
%5 10] o
- 250 98 . e —
IB: PER2 S 8 os §
ws T
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la banda de 150kDa de PER2 para todas las concentraciones ensayadas (Fig. 55).

Figura 55. Efecto del peréxido de hidrégeno sobre la estabilidad de PER2. Células HEK293t
transfectadas con mPer2 fueron incubadas con 100, 200 o 500 uM de H,0, o PBS por 30 min. A. Se
muestra el resultado del inmunoensayo para PER2 y GAPDH de muestras reducidas. Se observan las
bandas correspondientes a PER2 monomérica (ligeramente inferior a 150kDa), “dimérica” (=250 kDa),
agregados de altos peso molecular, y GAPDH (37kDa), ademas de bandas inespecificas. La cuantificacion
de 10D de PER2 monomérica fue relativizada primero al IOD obtenido para el correspondiente control
de carga GAPDH en cada calle, y luego al promedio del grupo control PBS. B. Se muestra la media + SEM
para PER2 monomérica de muestras sin reducir (ANOVA de una via, seguido de Test de Tukey PBS vs.

100, 200 0 500 ***p<0.001).
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Efecto de oxidaciones por S-nitrosilacion sobre la estabilidad de BMAL1.

Se estudid el efecto de CysNO sobre BMAL1, otra proteina del reloj molecular de la
familia con dominio bHLH-PAS. Los resultados de los geles son muy variables para
afirmar que BMAL1 muestre cambios en su estabilidad por accion de CysNO (Figura
56), si bien es significativo el proceso de agregacién conforme aumenta la

concentracion de este agente (100-1000 uM).

A. CysNO (uM) B, .
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Figura 56. Efecto de CysNO sobre la estabilidad de BMAL1. Células HEK293t transfectadas con mBmall
fueron tratadas con 10, 100, o 1000 uM CysNO, o PBS por 30 min. A. Se muestra el resultado de un
inmunoensayo (IB) representativo para BMAL1 y GAPDH. Se observan las bandas correspondientes a
GAPDH (37kDa), BMAL1 monomérica (=75kDa), “dimérica” (=150 kDa) y agregados de alto peso
molecular. La cuantificacién de 10D de BMAL1 monomérica fue relativizada primero al correspondiente
control de carga GAPDH de cada calle y luego al promedio del grupo control (PBS). Se muestra los
valores relativos para cada réplica realizada (n=3) para B. BMAL1 monomérica, C. “dimérica” o D.
agregados (ANOVA de una via p<0.01 para tratamiento, seguido de Test de Tukey: PBS vs. 100 *p<0.05;
PBS vs. 1000 **p<0.01).
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La accién del agente trans-S-nitrosilador CysNO sobre BMALL, seria semejante al
observado para diamida, un oxidante exclusivo de cisteinas formadoras de puentes

disulfuros (Figura 57).

A. B.
PBS CysNO  Red. PBS Diamide  Red.
1 3 5101530 1 3 5 10 15 30 PBS NO v I - 10_ 1530 1 3 5 10 15 30 PBS Dia.
- - - - -
250- . 250- & .
B:BMALL 5 ‘ = H .“* .
100- 100-
75_. 75- .....---._,..-_

B

IB: GAPDH 2

Figura 57. Efecto de S-nitrosocisteina y diamida sobre la cinética de estabilidad de BMAL1. Células
HEK293t transfectadas con mBmall fueron tratadas con 100 uM de: A. S-nitrosocisteina
(CysNO) o B. diamida durante 1, 3, 5, 10, 15 o 30 min, células control recibieron PBS. Se
muestran los inmunoensayos (IB) para BMAL1 y GAPDH de muestras sin reducir, exceptuando
las calles indicadas (Red.) que corresponden a los grupos 30 min tratados con 2-
mercaptoetanol. El nimero de réplicas disponible no permite realizar el andlisis estadistico

(n=2).
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Efecto de oxidaciones por S-nitrosilacion sobre la estabilidad de CRY2.

La Figura 58 muestra un resultado preliminar analizando la accién de CysNO sobre la
estabilidad de CRY2, otro factor de transcripcion de la maquinaria del reloj circadiano
gue carece de dominios PAS. La formacién de posibles “dimeros” ocurriria solo cuando

las células se exponen al agente oxidante durante largos periodos (Figura 58).

CysNO
PBS1 3 5 10 15 30 (min)

-250

IB: CRY2 » s

- -100

50

B:ACTINA WS T ™.,

Figura 58. Efecto de S-nitrosocisteina sobre la cinética de estabilidad de CRY2. Células HEK293t
transfectadas con mCry1 fueron tratadas con 100 UM de S-nitrosocisteina (CysNO) durante 1,
3, 5, 10, 15 o 30 min, células control recibieron PBS durante 30 min. Se muestra el
inmunoensayos (IB) para CRY2 y ACTINA de muestras sin reducir. Se observa el monémero
(=75kDa) y dimero (=150kDa) de CRY2. El nimero de réplicas no permite realizar el andlisis

estadistico (n=2).
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Efecto del tratamiento in vitro de agentes oxidantes sobre la estabilidad de PER2 de

cerebro de raton.

En la Figura 59, se muestra un ensayo preliminar sobre la respuesta de muestras de
cerebro de ratones C57BL/6J tomadas a ZT6, que recibieron 0.25 o0 1mM de perdxido
de hidrégeno (n=2) o S-nitrosocisteina (n=1) en el buffer de homogenizacién durante 5
min. Luego, las muestras fueron resueltas en el buffer de corrida con o sin 2-
mercaptoetanol, para su posterior inmunodeteccidon para PER2 o GAPDH por western
blot. Bajo condiciones reductoras, se observa claramente en todas las calles la banda
correspondiente a PER2 (150kDa), mientras que no se observa la banda
correspondiente a PER2 “dimérica” (250kDa). Bajo condiciones no reductoras, la banda
para PER2 resulta menos intensa en las calles correspondientes a las muestras tratadas

con H,0; (y CysNO), al comparar con PBS.
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(- exposicion) P ] S & & & & | IB: GAPDH

Figura 59. Efecto in vitro de S-nitrosocisteina y peroxido de hidrogeno sobre muestras de cerebro de
ratén tomadas a ZT6. Ratones C57BL/6) machos fueron sacrificados a ZT6, un corte coronal del cerebro
a la altura del quiasma éptico fue homogenizado, obteniendo una muestra de 1mg de tejido/ml de
buffer. Se traté a la muestra con 100 uM de peréxido de hidrégeno (H,0,) o S-nitrosocisteina (CysNO),
mientras que los controles recibieron PBS por 5min. Se muestra el inmunoensayo para PER2 y GAPDH.

Se observa la banda de PER2 (150kDa) al igual que su versidn “dimérica” (250kDa).
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Estudio del ritmo diario en la estabilidad de BMAL1 en muestras de tejido de raton.

Se determind por inmunoensayo la presencia de “dimeros” de BMAL1 (~150kDa) en
muestras de cerebro de ratones C57BL/6J tomadas en la mitad del dia (ZT6), en la
noche temprana (ZT14), y tardia [ZT22 (Figura 60)]. Si bien se observa un incremento
de BMAL1 monomérica (~75kDa) en ZT22, tal diferencia no resulta significativa. Lo
mismo ocurre con la mayor proporcion de BMAL1 “dimérica” respecto a la

monomérica observada para ZT6, la cual no es significativa.
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Figura 60. Relacion BMAL1 dimérica/monomérica en muestras de cerebros de ratones a lo largo del
dia. Ratones C57BL/6J mantenidos bajo ciclos 12:12 LO fueron sacrificados a ZT6, ZT14 y ZT22. Cada
calle corresponde a la muestra del corte coronal a la altura del quiasma 6ptico conteniendo los nucleos
supraquiasmaticos de cada cerebro. Se muestran los inmunoblots para BMAL1 y Actina de las muestras
previamente tratadas (“Reducida”, derecha) o sin tratar con 2-mercaptoetanol (“No reducida”,
izquierda). Las figuras transformadas a color permiten establecer la cuantificacién planteada en la parte

inferior, para la cual se tomé la banda doble observada para BMAL1 monomérica de ~75kDa [bandas
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acorde al data sheet del anticuerpo empleado, observadas también por otros grupos con con otros
anticuerpos [401]] y la banda doble correspondiente a la “dimérica” (~150),. (n=4 para ZT6, n=5 para

ZT14y ZT22).

Muestras de higado de ratones C57BL/6J tomadas durante el dia (ZT6), en la noche
temprana (ZT14) o tardia (ZT22) presentan “dimeros” de BMAL1 (~150kDa), los cuales
son reducibles por el tratamiento con 2-mercaptoetanol (Figura 61). La cuantificacién
relativa del dimero respecto al mondmero, en condiciones no reducidas, muestra una

disminucion conforme avanza el dia.
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Figura 61. Relacion BMAL1 dimérica/monomérica en extractos hepaticos a lo largo del dia. Ratones
C57BL/6J mantenidos bajo ciclos 12:12 LO fueron sacrificados a ZT6, ZT14, y ZT22. Cada calle
corresponde a una muestra de tejido hepdatico de un animal. Se muestran los inmunoblots para BMAL1 y
Actina de las muestras previamente tratadas (“Reducida”, derecha) o sin tratar con 2-mercaptoetanol

(“No reducida”, izquierda). Las figuras transformadas a color permiten establecer la cuantificacion
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planteada en la parte inferior, para la cual se tomd la banda doble observada para la version
monomeérica (~75kDa) y dimérica (~150kDa) de BMAL1 (bandas acorde al data sheet del anticuerpo

empleado, previamente observadas por otros grupos incluso con otros anticuerpos [401]).
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DISCUSION

En este capitulo se estudio el efecto de la modulacidn del estado redox celular sobre la
estabilidad de proteinas del reloj in vitro. En primer lugar, se hallé6 que PER2 (y
posiblemente CRY2) posee cisteinas oxidables, y se logré purificar a PER2 S-nitrosilada
por accion del S-nitrosotiol CysNO. Este tipo de oxidacidn disminuyé la estabilidad del
mondmero tanto del componente positivo del reloj circadiano molecular, PER2, como
del negativo BMALI1, induciendo posibles procesos de homo- y multi-merizacién. Con
todos estos resultados, puede inferirse que, para PER2, esta modificacién sobre
cisteinas termina finalmente oxiddndolas en puentes disulfuro. Este rol intermediario
para la S-nitrosilacidn ha sido recientemente propuesto por otros investigadores [402].
Por lo tanto, la ya descripta S-nitrosilacion in vitro de BMAL1 [403], podria estar

mediando los procesos dimerizantes observados en el presente trabajo.

Si bien el proceso de dimerizacidon in vitro para PER2 y PER3 no se encuentra
modulado por un shock de suero [404], aqui se comprueba que sefiales mas fuertes e
inmediatas como ROS (H,0,) y RNS (CysNO), inducen la homodimerizaciéon de PER2,
permitiendo suponer una modulacién sobre el reloj circadiano molecular por parte de
estas moléculas sefalizadoras, como por ejemplo, durante la activacion de nNOS en la
sincronizacion fotica. En contraste, CRY2 solo sufrio este estilo de modificacion
postraduccional, redox-dependiente, para el mayor tiempo de exposicién al agente
oxidante. Esto también se observd con el protocolo PEG-Switch, donde solo a la dosis
mas alta se presenta tal modificacién oxidativa (Fig. 48 A.) Si bien existen ejemplos en
la naturaleza donde la familia de las proteinas criptocromo homodimerizan para
funcionar como fotoreceptores [405], no seria éste el caso en mamiferos dado que CRY
no cumple este rol [406]. Por lo tanto, la homodimerizacidn observada in vitro solo
para las condiciones mdas extremas (30 min de exposicion o 200 uM), podria
relacionarse a un mecanismo que ocurre, por ejemplo, durante el estrés oxidativo, mas
gue como un mecanismo de sefializacién fisioldgica en mamiferos. En cambio, la casi
inmediata (1 min de exposicién al agente oxidante) homodimerizacidon observada en
PER2 y BMAL1, podria estar relacionada a la presencia de los dominios dimerizantes
PAS y bHLH-PAS, respectivamente (Ver ANEXO). Asimismo, la observacion preliminar

de que la proteina PER2 enddgena de muestras de cerebro de ratones sufre
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homodimerizacion por accién de H,0, in vitro, permitiria descartar el posible efecto

sobre la estabilidad de la proteina debido a su sobreexpresiéon en las células HEK.

Por otro lado, se evalud el ritmo diario en la estabilidad de BMAL1 en muestras de
higado y cerebro de ratones C57BL/6J tomadas en el medio del dia (ZT6), en la noche
temprana (ZT14) o tardia (ZT22). El andlisis de los inmunoblots permite confirmar la
presencia de dimeros de BMAL1 para ambos tejidos. En particular para las muestras de
higado, se observé una variacion diaria en la relacion dimero/mondmero (Fig. 61), con
un maximo diurno en ZT6, y que se corresponde con un incremento del mondmero
desde ZT6-ZT22. Se podria hipotetizar entonces que el dimero de BMALL se
encontraria asociado con la fase de degradacion del ritmo circadiano de BMALL. En
este sentido, se ha propuesto que el dimero de BMAL1 competiria con CLOCK para la
formacién del complejo activador CLOCK:BMAL1 (Figura 62 [407]) o con NPAS2 [93,
245]. De esta manera la dimerizacién de BMAL1 observada en el presente capitulo por
accién de ROS y RNS permite suponer que tales moléculas senalizadoras podrian
afectar directamente la actividad del reloj circadiano, afectando el balance con CLOCK,

o NPAS2.

CLOCK
homodimer

BMAL1-CLOCK
heterodimer

BMAL1
homodimer

Figura 62. Mecanismo de reconocimiento del complejo CLOCK:BMAL1. En el modelo propuesto el
reconocimiento mutuo permite la interaccion entre CLOCK y BMALIL. El complejo heterodimérico,
posiciona a dos residuos con reconocida importancia para el proceso de heterodimerizacion (His 84 en
CLOCK y Leu 125 en BMAL1, ambos préximos a su region bHLH) bien apilados. Figura modificada de
[407].
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Si bien la homodimerizacién de PER2 y BMAL1 promovida por ROS y RNS podria estar
mediada por la bien documentada interaccidon por dominios PAS en esta proteina, no
existen evidencias de que esta interaccidn pueda ser modulada por agentes oxidantes,
ni tampoco de que la dimerizacion entre dominios PAS podria establecerse por
puentes disulfuros. Sin embargo, dimeros de la region PAS de PER1/2/3 han sido
resueltos en cristalografia de rayos X. Es crucial entender también que muchas
cisteinas pueden sufrir procesos de oxidacion frente a agentes oxidantes, mds aun in
vitro; pero solo un par de ellas solamente podrian ser cisteinas modulables. En este
sentido PER2 posee un total de 32 cisteinas en su estructura, 9 conservadas (presentes
también en PER1 y PER3), de las cuales 4 se encuentran en la region PAS. En el ANEXO
siguiente se realizard un analisis in silico de las secuencias aminoacidicas para llegar a
las posibles cisteinas candidatas, permitiendo realizar una discusién mas extendida del

capitulo.

Independientemente de cudl o cudles cisteinas resulten S-nitrosiladas, se comprueba
aqui por primera vez la deteccion de esta novedosa modificacién post-traduccional en
el reloj circadiano molecular, en particular sobre su componente positivo PER2.
Incluso, se podria hipotetizar que esta modificacién por S-nitrosilacién podria estar

ocurriendo durante la activacion de nNOS en la sincronizacidn fética.
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ANEXO.

En el capitulo 3, se estableci6 que la oxidacidn de cisteinas modula Ila
homodimerizacion de PER2 y BMAL1. En el presente ANEXO, se analizard la estructura
aminoacidica de estas proteinas con el fin de arribar a las cisteinas candidatas a mediar
tal proceso de homodimerizacion, o inferir cdmo podria afectar la interaccion con los
otros sustratos proteicos. Vale la aclaracidon de que el motivo PAS de PER2 de ratén ha
sido cristalizado como un multimero de dos homodimeros (cuatro moléculas), y que
para el caso de PER de Drosophila sp. se han obtenidos cristales tanto para el motivo
PAS monomérico, como para el homodimero y un multimero de cuatro homodimeros
(ocho moléculas). Para el caso de BMAL1, solo se encuentran los cristales
heterodiméricos con CLOCK, abarcando ademas de la region PAS, el dominio basico

hélice giro hélice (bHLH).

PER2

En primer lugar es necesario analizar cuantas cisteinas tiene cada una de las proteinas.
En este sentido, PER2 de ratdn posee 32 cisteinas en total; sin embargo, del
alineamiento con las otras PER de raton (mPER1 y mPER3), rata (rPER1/2/3) y humano
(hPER1/2/3) se encuentran solo 9 cisteinas conservadas. Dos de ellas resultan las
involucradas en la coordinacion del atomo de Zinc en el heterodimero con mCRY
(Cys1221 y Cys1224 en mPER2), 4 cisteinas se encuentran conservadas en el dominio
PAS, y las restante en zonas conservadas en la regidon intermedia entre el dominio de

unién a CRY (C-terminal) y la de dimerizacidn por PAS (N-terminal) de unién a quinasas.

Debido a que previamente se corroboré que la homodimerizacion de PER estd
mediada por el dominio PAS, nos focalizaremos en las 4 cisteinas conservadas en
mamiferos obtenidas del alineamiento para esta regién. Pero antes se debe realizar
una aclaracién respecto al propio dominio PAS, ya que si bien se valora la significancia
en la conservacién de secuencia [408] los limites estructurales obtenidos por
estructura cristalografica demuestran que el dominio para el caso de PER2 seria mas

grande que el dado sola por la secuencia (ver Tabla 4 [409]).
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Dominios

Estructurales Secuenciales

CLOCK PAS-A 106-258 PAS1 107-177

PAS-B 274-376 PAS2 262-332

BMALI PAS-A 142-320 PAS1 143-215

PAS-B 353-442 PAS2 327-397

PER2 PAS-A 191-315 PAS1 179-246

PAS-B 329-435 PAS2 319-385

TABLA 4. Fronteras del dominio PAS para componentes del reloj molecular. El dominio estructural

resulta mas grande que el dado por la secuencia aminoacidica [(dominio secuencial[409]].

En particular, dos cisteina consecutivas conservadas en el dominio PAS en las proteinas
PER llaman la atencién. Las Cys307 y Cys308 en mPER2 se encuentran posicionadas en
la region C-terminal del subdominio PAS-A (Fig. A) y forman parte de uno de los dos
motivo LXXLL de unién a receptores nucleares que posee mPER2 [Fig. 46 [382]]. El
motivo LCCLL media la interaccion de los receptores PPARa y REV-ERBa con PER2 en
ratones [382], y de RORa con PER2 de Zebrafish (zPER2, Fig. A. V. [410]). Sin embargo,
no existe conservacion de este motivo LXXLL entre las diferentes versiones de PER de
mamiferos, las leucinas se van perdiendo desde el motivo completo LCCLL en PER2,
para pasar un PCCLL en PER1 o un PCCLT en PER3 (Fig. A. I.). Tal pérdida de leucinas
estaria entonces correlacionado con una variabilidad en las interacciones proteina-
proteina, explicandose de esta forma la observacién que mPER2, pero no mPER1, se
une con REV-ERBa a través del motivo LCCLL [382]. Causalmente, de todas las
versiones de PER de mamifero, PER2 es la que mas se parece a la version de Drosophila
sp. (dPER) [198, 411]. Esta semejanza se puso recientemente en evidencia con la
corroboracién de la modulacion del reloj circadiano en moscas via la interaccion de
dPER con el receptor nuclear E75 (homodlogo de REV-ERB [412, 413]). Si bien la
interaccidon con E75 quedd establecida, los autores no demuestran con qué regién de
dPER ocurriria. En este sentido, el analisis de la secuencia de dPER tampoco arroja
ningun motivo consenso LXXLL; sin embargo, y en semejanza con las PER de

mamiferos, dPER presenta un par cisteinas consecutivas conservadas en el dominio
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PAS-A (Cys242 y Cys241). En otras palabras, el par de cisteinas se encuentra
conservado no solo entre PER1/2/3 en mamiferos, sino que también ocurre lo mismo
con una PER evolutivamente mas antigua, posicionando la conservacién de dicha
secuencia como un factor clave para el funcionamiento de tales proteinas. Sin
embargo, una diferencia crucial se presenta cuando se compara la posicion relativa del
motivo consecutivo de cisteinas (CC): en dPER se encuentra en la regidn mas N-
terminal del subdominio PAS-A; mientras que en mamiferos el motivo CC pasa a
ocupar una posicion mas C-terminal dentro del mismo subdominio. Estudios
fiologenéticos sobre la secuencia nucleotidica de los genes period explican su
evolucidon por duplicacién génica y seleccidén positiva darwiniana, estableciendo el
siguiente orden desde un ancestro comun: per3, perly per2 (Fig. A. lll. [414, 415]). Por
lo tanto, se hipotetiza que el motivo CC podria haber estado originalmente en la
posicion mas N-terminal y luego por eventos de duplicacion/mutacion podria haber
“saltado” a una posicion mas C-terminal dentro del mismo subdominio, ganando
leucinas préximas al CC cuya seleccidn positiva por ganancia de funcién (e.g. unioén a
receptores nucleares) tuvo como resultado la obtencion del dominio completo LCCLL

en mPER2.

La posicion del motivo Cy41Coso en dPER se encuentra seguida de la Val243, un
aminodcido que demostro ser clave para el periodo del reloj en moscas: la mutacién
Val243Asp generaba moscas con un periodo enddgeno sensible a temperatura de 28 h
(mutante conocido como PERLong o PER" [416]). Tal mutante permitié establecer la
identidad de PER en Drosophila y, debido a su posicién en el subdominio PAS-A, se
suponia que tal mutacién podria estar afectando la estabilidad/interaccion de esta
region; lo cual fue posteriormente confirmado por la reducida capacidad de
homodimerizacion in vitro [417]. Es de esperarse entonces que una mutacién de un
aminodcido no-polar (valina) por uno polar-dcido (aspartato) generaria profundas
diferencias en la microrregidn circundante e indirectamente sobre toda la proteina. En
este sentido, y a la luz de lo expuesto hasta el momento, se puede hipotetizar que la
mutacion Val243Asp podria estar afectando la reactividad de las cisteinas en el motivo
CC. Es decir, hipotetizamos que el fenotipo PER' podria deberse al cambio del

microambiente de cisteinas potencialmente redox-sensibles. Nos permitimos
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hipotetizar entonces que un fenotipo similar al de PER" se podria obtener si dPER fuese

mutada en Cys242 y/o Cys241. Esta hipdtesis se sostiene ademas en el hecho que la

Val243 no se encuentra conservada entre especies, en contraste con lo que ocurre con

el motivo CC. Ademas, si se observa en detalle la secuencia de mamiferos solo la mas

antigua de ellas (PER3) posee una valina préoxima al motivo CC, la cual se va

“perdiendo” a expensas de ganancia en leucinas en PER1 y PER2 (Fig. A. Il). De

aceptarse la posibilidad de que el motivo CC “saltara” de una regién a otra dentro del

subdominio PAS-A durante el proceso de duplicacion génica, podria suponerse que la

presencia de ésta valina en PER3 es un vestigio de su posicionamiento en la regién mds

N-terminal.
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Figura A. Estructura del homodimero de mPER2, donde los mondmeros se colorean en naranja y verde;
y en rojo se resalta el motivo de unién a receptores nucleares LCCLL. La homodimerizacién ocurre por el
subdominio PAS-B [Figura tomada de [409]. B. Se muestra el alineamiento para PER1/2/3 para humano
(h), ratén (m) y rata (r), resaltéandose en amarillo el motivo LXXLL. C. Arbol para PER1/2/3 basandose en
su distancia funcional[414]. D. Dendograma obtenido por Clustal Omega para las secuencias proteicas
de PER de drosophila o PER2 de humano (h) o ratén (m). E. Secuencia del motivo LXXLL para PER2 de
zebrafish o raton[410]

En contraste con la mutacion PER" en Drosophila, la mutacion Ile324Asn en la region
interlinker de los subdominios PAS-A y PAS-B de mPER2 resulta en un fenotipo de

Edo [418]]. Nuevamente el

periodo corto referido como ratén PER2EarlyDoors [PER2
cambio de un aminodcido no polar a otro polar, conlleva a una diferencia en la
estabilidad del homodimero que se relaciona con una mayor sensibilidad a la
degradacion por CKle de PERE® [418]. De esta manera, queda claro que cualquier
afeccion en la estabilidad del dominio PAS genera profundos trastornos al

funcionamiento del relo;j.

Un hecho fundamental para considerar potenciales cisteinas redox-sensibles es su
posicién en la estructura de la proteina, en particular si la candidata se encuentra
disponible en la superficie para ser accesible a las moléculas sefalizadoras de
ROS/RNS. El andlisis de la estructura cristalografica de mPER2 arroja que el motivo
LCCLL posee los tioles de ambas cisteinas disponibles al solvente (Fig. B) y alejados de
la superficie de contacto del homodimero cristalizado, lo que permite descartar la
generacién de puentes intermoleculares a través de ellas. Por el contrario, su
localizacion podria estar relacionada con su funcion ya descripta como sitio de unién a

receptores nucleares.

Fernando Martin Baidanoff - 2017 135



|
L

Figura B. Estructura cristalografica del dimero de la region PAS de mPER2. Arriba: se muestra el dimero
PAS correspondientes en tres posiciones diferentes (giros de ~90° sobre un eje imaginario vertical). Los
diferentes colores corresponden a cada mondmero. Abajo: se muestra la superficie transparentada y en
esferas amarillas los tioles correspondientes a las cisteinas 307 y 308 del motivo LCCLL de unidn a
receptores nucleares. El color amarillo en superficie corrobora la disponibilidad de estos tioles al

solvente.

Por otro lado, si bien ambos tioles del motivo LCCLL en PER2 podrian a priori sufrir
procesos de oxidacion, la distancia entre estos tioles de 8.6 A (Fig. C) dificultaria la
generacion de un puente disulfuro intramolecular (se toma como criterio una distancia
de ~5 A, correspondiente a dos veces la distancia promedio de un puente disulfuro

[419-421)).

Figura C. Estructuras cristalograficas del subdominio PAS-A de
PER2 de ratén. /zquierda: se muestra la posicidn relativa de las
cisteinas del motivo CC (cisteinas 308 y 307) en el subdominio

PAS-A, los tioles se disponen a 8.6 A de distancia.

CYS-307
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En contraste, el cristal del multimero de PER de Drosophila (dAPER) muestra a la Cys241
del motivo CC formando un puente disulfuro intramolecular con la Cys369 (Fig. D.l.),
ambas expuestas en superficie (Fig. D. Il). Otro puente disulfuro se encuentra
establecido entre las Cys467 y Cys511 en el subdominio PAS-B en dPER; sin embargo,
tal puente no ocurriria en ninguna de las PER de mamifero: Cys511 en moscas se
encuentra conservada en mPER2 (Cys447), pero no en mPER1 o mPER3; y la Cys467 se
encuentra en la secuencia de PER1 y PER3, pero no en PER2. Los puentes disulfuro
intramoleculares en el domino PAS de moscas podrian estar relacionados con el alto
grado de empaquetamiento al presentarse el cristal como un multimero de ocho

moléculas.

Si bien el cristal del dominio PAS de dPER no presenta puentes disulfuros
intramoleculares, la presencia de moléculas del agente reductor DTT (ditiotreitol) co-
cristalizadas con el multimero podria estar explicando esta ausencia. En este sentido,
dPER presenta nueve cisteinas en el dominio PAS, ocho de ellas en superficie,
posicionandose mayoritariamente en una de las “caras” del cristal (Fig. D. lll.). Al estar
éstas cisteinas reducidas por accidon del agente reductor, se hipotetiza que un mejor
empaqguetamiento podria estar favorecido por oxidacién de cisteinas causadas por

ROS/RNS (Fig. D. IV).

Figura D. Estructura cristalografica del dominio PAS de PER de Drosophila. I. Se muestra la estructura
del mondmero, se indica el subdominio PAS-A y PAS-B, ademas de la hélice f a. En esferas amarillas se
muestran los tioles y los puentes disulfuro establecidos para las cisteinas 369-241 (PAS-A) y 511-467
(PAS-B). Las cisteinas consecutivas en secuencia 241 y 242 corresponden al motivo CC. Il. Izquierda: se
muestra la superficie del mondmero, solo la Cys242 (recuadrada) no se encuentra disponible al solvente.
Derecha: se muestra el dimero y se resalta la posicion relativa del puente disulfuro 369-241. lll. Las dos
caras del dimero, en solo una de ellas se observan tioles libres en superficie reducidas por accion del
agente reductor DTT (en rojo). IV. Las caras con tioles libres reducidos son las que se enfrentan en el

multimero cristalizado.
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El alineamiento de secuencia entre moscas y mamiferos para la Cys369 que se
encuentra formando el puente disulfuro en el subdominio PAS-A con el motivo CC en
dPER no encuentra homologia; sin embargo, estructuralmente hablando, se podria
suponer que la Cys262 en PER2 podria estar generando la misma modificaciéon post-
traduccional (Fig. E). Lamentablemente, el cristal de mPER2 carece de resolucion para
tales cisteinas [la regién desde el aminoacido 251 al 264 no fue cristalizada (Fig. F)]. En
cambio, la homdloga Cys202 en PER3 se encuentra resuelta en el dimero cristalizado
de esta proteina, y si bien se posiciona a una distancia mucho mayor a la consenso [5 A
(Fig. E)], su mayor “movilidad” al localizarse en un espiral al azar permitiria establecer
proximidad en estas cisteinas in vivo. Ademas, si se toma en cuenta los extremos
circundantes a la region faltante en PER2 (aminoacidos 250 y 265), se podria suponer
gue lo mismo ocurriria en esta proteina (Fig. E). En otras palabras, a pesar de que la
secuencia no es la misma, la posiciéon de los aminoacidos se asemejan, permitiendo
suponer que el puente disulfuro intramolecular observado en dPER podria ser
hipotetizado para PER2. Vale la aclaraciéon que PER1 no posee la cisteina conservada
gue mediarian el puente intramolecular en PER3 y PER2. Esta observacién podria estar
explicando lo descripto por otros investigadores, donde la homodimerizacién ocurre

principalmente en PER2 y en menor medida PER3 pero no en PER1 [404].
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Figura E. Comparacion del subdominio PAS-A de PER de Drosophila con PER2 y PER3 de ratdn. Arriba:

se muestra una fraccion del alineamiento de secuencias para dPER y mPER1/2/3 obtenido por

ClustalOmega. Se resaltan en azul y violeta las cisteinas (C) 202 y 262 de PER3 y PER2, respectivamente.

Abajo izquierda: se muestran las estructuras del subdomino PAS-A de cada proteina; se resalta el puente

disulfuro entre C369 (verde) y C241 del motivo CC en dPER y en azul y violeta las cisteinas candidatas en

PER2 y PER3. Se indica también las distancias relativas entre la C202-C307 en PER3 y C262-C246 en

PER2. Abajo derecha: porcién de la secuencia cristalizada, la discontinuidad de la linea superior a la

secuencia indica falta de cristalizacién de esa regidn. La esfera roja y roja/naranja en la estructura de

PER2 a la izquierda resultan los aminoacidos indicados en la secuencia correspondiente de la derecha.

Figura F. Secuencia cristalizada para cada proteina. Entre paréntesis se indica el cédigo para la

busqueda en la base de datos (http://www.rcsb.org). La regién discontinua de la fila DSSP corresponde

a regiones que no resultaron cristalizadas.
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Hasta aqui, la descripcion del potencial puente disulfuro intramolecular en PER2 por
comparacion con dPER y PER3, permitirian suponer que tal modificacién generaria una
estructura pro-homodimerizacion. En este sentido, por comparacion del subdominio
PAS-A de moscas y ratones, el puente en dPER generaria una torsién por acercamiento
de sus hojas beta, que se traduce al mismo tiempo en un alargamiento global del

subdomino (Figura G).
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Figura G. Distancias medidas en los subdominio PAS-A de PER de Drosophila y PER1/2/3 de ratén. El
puente disulfuro en dPER genera que las hoja BC se encuentre mas proxima BE (abajo izquierda) y BD
(arriba). A su vez, se observa un alargamiento de BD (abajo derecha), la hoja mas extensa del

subdominio.

La re-estructuracién intramolecular de PER2 podria estar explicando la observacién in
vitro de  dimerizacion/multimerizacion de PER2  dependiente de S-

nitrosilacién/oxidacion de cisteinas (Capitulo Il).
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Si bien los procesos de heterodimerizacién no fueron estudiados en esta tesis, no se
puede dejar de tener en cuenta la estabilizacién del heterodimero CRY1:PER2 y
CRY2:PER2 por el tetratiolato de Zn2+ (“dominio dedo de Zn”). Este catidn divalente se
encuentra coordinado por dos cisteinas de PER2 (Cys1210, Cys1213) y una histidina y
cisteina en CRY (His473 y Cys424 en mCRY1) [247, 248] La mutacion de cualquiera de
estos residuos coordinadores significativamente debilita la formacidon del complejo
CRY1-PER2 in vitro por reduccién en la incorporacion de zinc [247]. A su vez, ratones
transgénicos que constitutivamente sobre-expresan CRY1 con la mutacion Cys414Ala
en la interface del zinc, muestra un periodo enddégeno de 28h, con sintomas de
diabetes incluyendo la reducida produccién de insulina [422-424]. De esta manera, la
heterodimerizacién dependiente de zinc de CRY1:PER2 resulta importante para la

dinamica circadiana y la regulacién metabdlica.

En la estructura cristalografica de apo-CRY1, la Cys412 adyacente a la Cys414 que
coordina el 4tomo de zinc, forma un puente disulfuro intramolecular con la Cys363
localizada en las cercanias del dominio de unién a FAD, el cual se encuentra obstruido
en la estructura del complejo CRY1-PER2. A pesar de su localizacion en el reducido
ambiente del citosol o nuclear, CRY1 presenta puentes disulfuro in vitro, sugiriendo
gue la unién Cys412-Cys363 podria tener un rol in vivo [247]. La comparacién de las
estructura sugiere ademads, que la reduccién del puente disulfuro facilita la unién a
PER2, aumentando la flexibilidad necesaria para generar los cambios conformacionales
necesarios para la heterodimerizacién. [387]. Sin embargo, mutaciones individuales de
las cisteinas involucradas en el puente disulfuro no afectan su actividad como represor
transcripcional [248] ni su unidn a PER2. Solo la sumatoria de mutaciones con las
cisteinas que coordinan al zinc afecta la interaccion CRY1-PER2. La oxidacién
intramolecular observada en CRY por depleciéon de zinc, permite suponer un efecto
desestabilizante en el complejo CRY-PER [247]. Por el contario, si bien existen las
correspondientes Cys conservadas en CRY2 (Cys430 y Cys 381), tales no parecen sufrir
oxidaciones intramoleculares; en cambio, CRY2 forma puentes disulfuro
intermoleculares con FBXL3 [425] (Fig. 13). De esta manera, Cys412 en mCRY1 y
Cys430 en mCRY2 ambas muestran reactividad redox, pero muestran sensibilidades

redox diferente, al menos en las estructuras obtenidas hasta la fecha.
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BMAL1

Para el caso de BMAL1, esta proteina ha sido cristalizada formando el complejo
heterodimérico con CLOCK. El complejo se genera través de la interaccion dual de los
dominios PAS y bdsico Hélice Giro Hélice (bHLH) presentes en ambas proteinas. A
diferencia de las proteinas PER que no contienen el dominio bHLH funcional, BMAL1 y

CLOCK se unen directamente al DNA gracias a él.

Es reconocido el rol que cumple el dominio bHLH en la dimerizacion de factores de
transcripcién para lograr su unién al ADN [426]. Si bien este dominio se presenta en
muchos factores, algunos pueden ser modulados por fosforilaciones, otros por
oxidacion de cisteinas o por una combinacién de ambas [427]. Llevando a ciertos
autores a plantear una regulacion redox/estrés oxidativo sobre la actividad estos

factores de transcripcion [428, 429].

El cristal para el heterodimero CLOCK:BMAL1 no presenta puente disulfuro
intermoleculares. Sin embargo, BMAL1 (y el homdlogo en moscas CYCLE), posee una
cisteina conservada en la regién bHLH (Cys102 en ratdn, Fig. H). Por lo tanto, se podria
suponer que para el caso de la homodimerizacidon de esta proteina tales cisteinas

podrian estar mediando este proceso

Suponiendo entonces que la oxidacion en la Cys102 seria la encargada de generar el
puente disulfuro intermolecular, se utilizdé la estructura cristalografica del complejo
heterodimérico con CLOCK para modelar un posible homodimero de BMAL1 (Fig. 1). La
disposicién de las Cys102 a una distancia consenso de 5A, genera que la conservada
Cys240 (también esta presente en CYC) de la regidn interlinker entre PAS-A y PAS-B

queden a una distancia de 1.3 A.

Sorprendentemente el homodimero de BMAL1 permite el acople del homodimero de
CLOCK. En similitud con lo planteado en la Figura 62 del capitulo Il [407], el multimero
no permitiria la uniéon con el ADN (Fig. J). De esta manera el multimero no seria

biolégicamente funcional para la transcripcidon como ya se discutié anteriormente.
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Figura H. BMAL1 posee una cisteina conservada en el dominio bHLH. Arriba: se muestra el
alineamiento de secuencia obtenido por ClustalOmega para las proteinas BMAL1 de raton y humano, y
el homdlogo en Drosophila CYCLE. Abajo: se muestra la estructura cristalografica del dominio bHLH del
heterodimero CLOCK (azul): BMAL1 (gris) uniéndose a una doble hebra de ADN de un sitio E-Box (rosa).
Abajo a la derecha se muestra la superficie del heterodimero, y a la izquierda la misma imagen pero con

la superficie transparentada para mejor visualizacion de la cisteinas 102.

Figura I. Modelo propuesto para el homodimero de BMAL1 de ratén. Se muestran en gris y beige dos
moléculas de la misma proteina con la superficie transparentada. Los recuadros corresponden a las
cisteinas conservadas en moscas y mamiferos: C240 (arriba) y C102 (abajo). La disposicion del dimero se
decidid partiendo de la premisa de posicionar a las C102 del bHLH de ambas moléculas a una distancia

de5A.
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Figura J. Multimero de BMAL1 y CLOCK. La disposicion del homodimero de BMAL1 (gris-beige) es

permitida por la disposicion en espejo de CLOCK (verde-magenta).

En semejanza con lo que se postula para PER2, BMAL1 también podria presentar
puentes disulfuros intramoleculares en el subdominio PAS-A. En particular las Cys280
en la hoja beta E y Cys253 se posicionan a 3.2 A de distancia y se encuentran ambas
expuestas en superficie. A pesar que la Cysl64 no se encuentra expuesta, su
estructuralmente vecina Cys313 que se dispone a 6.2 A si (Fig. Q). La disposicion de
estos pares de cisteinas en los extremos de las hojas beta, nuevamente permiten
suponer la hipdtesis de torsién y alargamiento de la estructura. De esta manera, se
hipotetiza que tanto puentes intra- e inter-moleculares estarian logrando Ila

homodimerizacion de BMAL1 (Fig. K).

6.2

CYS-164

CYS-280

CYs-253

Figura Q. Cisteinas presentes en el subdominio PAS-A de BMALL1 de ratén. Se observan cuatro cisteinas

en la estructura, posicionandose en los extremos del motivo. Las cisteinas 280 y 253 se posicionan a una

distancia de 3.2 A. La esfera de color gris corresponde al tiol de la cisteina.
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Figura K. Cisteinas en bHLH y PAS-A en el homodimero propuesto para BMAL1. A modo de resumen
se muestran las cisteinas con potencialidad de mediar puentes intramoleculares que permitirian un
mejor acoplamiento de los subdominios PAS-A (cisteinas 164, 280, 253 y 313); y también aquellas que
mediarian puentes intermoleculares en el ya establecido mecanismo para bHLH (C102) como en una

region interlinker (C240) de los subdominios en PAS.
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DISCUSION GENERAL

El ciclo ambiental de luz/oscuridad de 24 horas ha sido un factor determinante durante
la evolucién y, de hecho, la aparicion de un sistema que permitiese establecer una

sincronia con este ambiente, ocurrié bien temprano en el drbol de la vida.

El sistema circadiano, aquel que permite la sincronizacién con el ambiente oscilante de
24h, ha sido estudiado a nivel quimico, fisico, molecular, fisiolégico, y hasta
poblacional y social. En mamiferos, los NSQ se sincronizan al ciclo de LO gracias a la
fotorecepcidn en la retina, la cual transduce la informacién luminica principalmente
como un impulso excitatorio glutamatérgico. La cascada de transduccidon de sefales
que permite que las neuronas del reloj central se sincronicen es foco de investigaciéon

de esta tesis.

Teniendo en cuenta la relevancia del NO en la sincronizacién de los ritmos circadianos,
se propuso evaluar las propiedades cronobidticas del compuesto N-nitrosomelatonina
(NOMel) [430]. Este compuesto resultd potenciar solamente la via de adelantos a
CT18, careciendo de efecto en la de retrasos a CT14, fendmeno comprobado tanto a
nivel comportamental en protocolos de pulsos de luz, de cambios abruptos en el ciclo
de luz/oscuridad (jet lag experimental), como en la medicion de PER1 en cortes
histolégicos de los NSQ del hamster. A diferencia de la NOMel, el fadrmaco SNAP habia
demostrado previamente potenciar ambas vias de sincronizacion. Si bien ambos
compuestos liberan en solucién acuosa ®NO, NOMel tendria menor capacidad de S-
nitrosilar in vivo. Dicha hipdtesis se basa en el hecho de que una S-nitrosilacion seria el
resultado de una trans-S-nitrosilacidn, en el que un compuesto S-nitrosilado cede su
grupo nitro a la cisteina blanco. Para poner en evidencia si éste es en realidad el
mecanismo, se decidié emplear Sal de Angeli [Na2(ONNO2)], un dador de nitroxil (NO"
), cuya carga negativa le confiere a priori una mayor tiofilicidad (facilitando el ataque
nucleofilico sobre el sulfuro de las cisteinas) pero al mismo tiempo incapaz de generar
una trans-S-nitrosilacion. Al igual que lo que ocurrié con NOMel, este compuesto solo
potencid la via de lo adelantos. Es por ello que se propone que solo aquellos
compuestos que posean la capacidad de liberar NO como mensajero gaseoso, y que
sean del tipo S-nitrosotioles, podran potenciar ambas vias (Tabla 5). Para poner a

prueba dicha prediccion, se empled a continuacion Glutatién-S-nitrosilado (GSNO), un
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potencial segundo mensajero producido por la nNOS. Efectivamente, el tratamiento
con GSNO potencié la sincronizacidon por pulsos de luz tanto a CT14 como a CT18,
probablemente promoviendo tanto la via intra- (la apertura del RyRIl) como extra-
celular (NO como neurotransmisor gaseoso-activador de sGC). Este resultado se
encuentra en concordancia con lo propuesto por otros investigadores, que plantean

una mayor sensibilidad del RyRIl por GSNO que por NO [431, 432].

TABLA 5. Clasificacion de los compuestos oxidantes nitrérgicos y antioxidantes empleados en esta
tesis. La accion oxidante (Ox.) y antioxidantes (AntiOx.) de NOMel radica en su accionar dual de dador

de NO radical (éNO) y de hormona antioxidante melatonina. S-NO: S-nitrosilacion.

Referencia Produce Accion sobre S-NO
N-nitrosomelatoina NOMel Ox. y AntiOx. oNO Trans-S-nitrosilador poco eficiente
S-nitrosoglutation GSNO Ox. oNO Trans-S-nitrosilador
S-nitrosocisteina CysNO Ox. oNO Trans-S-nitrosilador
Sal de Angeli SA Ox. NO Trans-S-nitrosilador poco eficiente
Glutation reducido GSH AntiOx. GSH Des-S-nitrosilador
L-acetil-N-cisteina LNAC AntiOx. GSH Des-S-nitrosilador

Previamente, nuestro laboratorio demostré que el secuestro del NO extracelular
bloquea los adelantos de fase inducidos por luz a CT18, pero no los retrasos a CT14. Sin
embargo, la inhibicion de la actividad de la NOS bloquea el efecto del pulso a ambos
CTs. Una posible explicacién de estos resultados considera la produccion de diferentes
mensajeros al comienzo o al final de la noche. En este sentido, se ha propuesto que
NOS podria producir GSNO en vez de NO gaseoso, dependiendo de la concentracién de
glutatién (GSH). Debido a que el GSH es un componente principal del sistema redox
celular, la diferencia observada entre CT14 y CT18 podria deberse a una diferencia en
el estado redox neuronal entre estos dos CTs. Teniendo en cuenta esto, se procedio a
medir en muestras de los NSQ del hamster el par redox de glutation GSH/GSSG. La
medicion demuestra efectivamente un incremento en el estado oxidado en la noche
tardia del animal. Es decir, el hecho de que exista un estado redox que oscila, le
permitiria al reloj central, frente a un mismo estimulo, disparar diferentes cascadas de
transduccidn de senales: la bifurcacién que ocurre a nivel de la nNOS podria deberse a

cambios redox-dependientes de la actividad de la enzima. Por lo tanto, frente a un
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estado reducido (es decir, GSH>GSSG) se haria viable una cascada de trans-S-
nitrosilacién, donde el producto mas probable de la actividad de la nNOS sea GSNO; en
cambio, en un estado mds oxidado (GSH<GSSG) la via utilizaria NO como mensajero
gaseoso. De esta manera se podria re-analizar la curva de respuesta de fase (CRF, Fig.

6) para la sincronizacion por luz redox-dependiente (Fig. 63).

Oxidado (GSH<GSSG)

=
=

Adelantos
”
Pels3,

ol
21
al

ol
x|

Cambio de fase
rd
=== ===
)

Retrasos
/

Reducido (GSH>GSSG)

Figura 63. Curva de Respuesta redox-sensible. La linea negra corresponde a la curva de repuesta de
fase a pulsos de luz (ver Fig. 6). En la noche temprana se obtienen retrasos, que coindicen con la fase
reducida del ritmo redox GSH/GSSG; en la noche tardia, los adelantos coinciden con la fase oxidada. Se

indican los posibles mensajeros producidos por accion de nNOS en ambos casos.

La determinacidon de un estado redox neuronal posiblemente oscilante, puede ser
causa o consecuencia del reloj circadiano molecular. De modo de poder entender
mejor el sistema, nos propusimos entonces modificar el estado redox de los NSQ con
un reconocido agente antioxidante (L-acetil-N-cisteina -LNAC-), y observar si dicha
intervencion produce un cambio en el reloj circadiano. La administraciéon de la droga
produjo retrasos de fase comportamentales a CT14, resultado que se correlaciona con
una mejora en la resincronizacién por retrasos en protocolos de jet lag. Estos
resultados son los primeros ensayos in vivo que demuestran que agentes antioxidantes
modifican la actividad del sistema circadiano. Asumimos que la administracién del
agente antioxidante al comienzo de la actividad del animal (CT14) generd un retraso en

el incremento de las especies oxidadas, retrasando el ritmo de estado redox,
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conduciendo a un retraso de todo el sistema en general. En este sentido, y a pesar de
que se desconoce el mecanismo, el ensayo preliminar de induccidn de PER1 en los NSQ
por accion de LNAC indicaria que este agente antioxidante podria modificar
directamente la fase del reloj molecular central. En cambio, en la noche tardia (CT18),
probablemente el estado oxidado de los NSQ en ese momento no pudo ser modulado
con la dosis ensayada (se observa una tendencia a generar retrasos, aunque no

significativa).

Por otro lado, nos propusimos evaluar el efecto de LNAC sobre la sincronizacidon fética
del reloj. Animales mantenidos en oscuridad constante recibieron i.c.v. LNAC previo a
un pulso de luz a CT14 o CT18. En ambos casos, LNAC atenud los cambios de fases
resultantes. Si bien desconocemos el mecanismo de accién, puede considerarse que
LNAC, al ser una cisteina ligeramente modificada, podria ser sustrato de la actividad S-
nitrosiladora de NOS titulando tanto a GSNO como a NO (o generando la des-S-
nitrosilacién de los sustratos RyRIl y sGC), interfiriendo la transduccidn en ambas vias.
Esta hipotesis se basa principalmente en la capacidad de la LNAC de atravesar la
membrana plasmatica, permitiéndole tener un efecto inmediato sobre la cascada

activada por luz.

Como se explicé previamente, un hecho importante para el reseteo del reloj por luz, es
la induccion de los genes perl y per2 en los NSQ. Los pulsos de luz inducen la
expresion de estos genes tanto a CT14 como a CT18. Para que ello ocurra, factores
positivos de transcripciéon deben unirse a la regidon promotora del gen (E-box) y, a su
vez, los factores negativos deben dejar de inhibir su expresién. Estos factores
transcripcionales oscilan circadianamente, y para el caso particular de las proteinas
PER1 y PER2, disminuyen a lo largo de la noche. Por lo tanto, a nivel del reloj
molecular, otra diferencia importante entre el comienzo y el final de la noche es que a
CT14 la activacién de la cascada de transduccién de sefiales por luz no solo debe
fomentar la unién de los factores positivos sino, ademas, liberar la regién promotora
del complejo negativo. Gracias a la reciente determinacién de la estructura
cristalografica del complejo represor PER2:CRY1, la cual pone en evidencia un dominio
dedo de zinc coordinando al heterodimero, el potencial GSNO producido por la

activacion fética de nNOS a CT14 podria generar la disociacién del complejo negativo
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PER2:CRY1. En particular, hemos corroborado que PER2 sufre S-nitrosilacidn in vitro
por accién de otro S-nitrosotiol, CysNO, modificando su estabilidad. A su vez, dicha
modificacidn es el intermediario en la oxidacidén de cisteinas que conllevan a su posible
degradacion por dimerizacién y agregacion in vitro. Este resultado, es el primero que
demuestra que componentes moleculares del reloj circadiano de mamieros sufren este
estilo de modificacion post-traduccional redox-dependiente. El estudio in silico
permitio establecer que para el caso de PER2, los puentes disulfuro intramoleculares
permitirian un mejor empaquetamiento favoreciendo su homodimerizacién. Es por
ello que proponemos que la estabilidad del heterodimero podria estar afectada por
este mecanismo: la activacion por luz de nNOS en los NSQ podria desestabilizar el
heterodimero PER2:CRY1 por S-nitrosilacidon/oxidacion en su tetratiolato, permitiendo
la homodimerizacidén/agregacion de PER2 y su consecuente degradacion. Tal proceso
permitiria liberar el complejo represor de la regién E-box de genes controlados por el
reloj, o propios del reloj molecular; al mismo tiempo, se permitiria la induccion de los
genes per por accién de CREB. Por el contrario, a CT18 la via extracelular del NO, no
permitiria establecer esta regulacién S-nitrosilativa sobre el reloj. En cambio, su rol en
la sincronizacion fdtica seria actuar como un neuromensajero paracrino gaseoso entre
la region ventral/dorsal. En la Figura 64 se muestra un posible modelo basado en los
resultados obtenidos en esta tésis, considerando la accidn de los fdrmacos empleados,

sus posibles blancos, y los mensajeros féticos.

A.
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Figura 64. Resumen de la modulaciéon farmacolégica de la sincronizacion fética circadiana en
mamiferos. A. Pulsos de luz tanto a CT14 como a CT18 deben inducir la induccién del gen Perl en las
neuronas de los NSQ para sincronizar al reloj circadiano. Sin embargo, debido a la oscilacién en la
expresion de este gen dos situaciones distintas se encuentran a CT14 y CT18. Mientras que a CT14 la
region promotora del gen se encuentra ocupada por el complejo represor PER:CRY (generando la
disminucion del transcripto en la noche temprana); a CT18, el complejo positivo CLOCK:BMAL1
promueve su expresion. Por lo tanto, para el caso de CT14 el pulso de luz debe generar la liberacién del
complejo represor para inducir la expresidon de Perl necesaria para la sincronizacidn fética. En B. se
muestra un esquema de una neurona del reloj central que recibe la sefial fotica como un impulso
glutamatérgico. El incremento intracelular de Ca2+ por apertura del receptor de NMDA promueve la
activacion de CamKIl y nNOS. La fosforilacion de CREB mediaria el proceso de resincronizacién por
induccion génica de los factores PER, al igual que los genes controlados por el reloj. A CT14, un estado
redox celular mas reducido (GSH>GSSG) generaria que nNOS produzca Glutatién-S-nitrosilado (GSNO),
quien podria estar mediando la apertura del receptor de rianodina tipo Il (RyRIl) en el reticulo
endoplasmatico por mecanismos de trans-S-nitrosilacién. Gracias a los ensayos in vitro se hipotetiza que
este mismo mecanismo podria estar ocurriendo también en el ndcleo, en particular podria liberar el
complejo represor PER:CRY de la region E-Box por S-nitrosilacion del dominio tetratiolato de zinc (Zn)
causando la dimerizacion/agregacion de PER. Por el contrario, el estado redox oxidado a CT18 (B.
GSH<GSSG) promueve la generacidon de 6xido nitrico (NO) como mensajero gaseoso, permitiendo la
activacion por coordinacién del grupo hemo del sitio activo de Guanilato Ciclasa soluble (sGC) tanto en
la misma neurona como en vecinas. La activacién de la quinasa dependiente de cGMP (PKG) podria
mediar los adelantos modulando el estado de fosforilacién de CREB. Tanto en B. como en C. se muestra
la posible modulacidon farmacoldgica de las cascadas de transduccion de sefiales. Brevemente, los
dadores de dxido nitrico radical o nitroxil promueven la comunicacién extracelular (NOMel, GSNO, SA y
SNAP), en cambio solo los dadores del estilo S-nitroso (GSNO y SNAP) promoverian ademas la cascada
de trans-S-nitrosilacion. A su vez, LNAC podria estar actuando tanto intra como extracelularmente en la

comunicacion rio debajo de la nNOS.

Este modelo se asemeja al propuesto para la sincronizacion de relojes circadianos
evolutivamente mas antiguos. Por ejemplo, en cianobacterias, la oxidacién ritmica de
guinonas en el comienzo de la noche [391] promueve la degradacién del componente
positivo KaiA por procesos de agregaciéon [433, 434] permitiendo sincronizar el reloj
circadiano al ciclo de LO [435]. Para el caso de la sincronizacion fética de Neurospora
crassa, la luz promueve la hetero- y homo-dimerizacién del componente negativo

Vivid (VVD), compitiendo con el complejo activador del reloj de este hongo [436].
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De esta manera se postula que la sincronizacidon foética del reloj circadiano en
mamiferos mantendria una estrategia similar. Desde esta manera, los relojes
circadianos de los orgnismos se sincronizarian a la luz (y posiblemente, a otros
estimulos) en parte regulando la cinética de dimerizacién/agregacion de sus
componentes sensibles al estado redox. El reloj circadiano detecta la principal clave
temporal y la traduce a su marcapasos de transcripcién/traduccion modulando la
produccién/degradacion de sus componentes. Si bien los organismos se han
complejizado aumentando el nimero de componentes moleculares que conforman el
reloj, o anatémicamente segregando el sistema fotorreceptor del reloj central, las
semejanzas son mayores que las discrepancias. De esta manera, se pone en evidencia
la importancia de este sistema para la fisiologia circadiana de la vida, que comenzé

hace 3.500 millones de afos en este planeta Tierra oscilante de 24 horas.

Finalmente, la modulacidn de la sincronizacién fética circadiana en mamiferos permitio
no solo establecer cudles son los mecanismos involucrados en este proceso fisiolédgico,
sino que también permite postular potenciales agentes cronobidticos. En particular,
los ensayos con los agente antioxidantes volcados en este trabajo resultan los
primeros ensayos in vivo donde se comprueba esta propiedad cronobidtica para este
estilo de compuestos. Se postulan entonces a estos farmacos para futuros ensayos de

terapias cronomoduladas para el tratamiento de trastornos cronobiolégicos.
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