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Resumen

Los ritmos circadianos estan basados en relojes endégenos que les permiten a los organismos
ajustar su fisiologia y comportamiento mediante la sincronizacion al dia solar y, a través de ello,
seleccionar el momento Optimo para la mayoria, sino todas, las variables biologicas. Diversos
modelos, incluyendo roedores, moscas, hongos, plantas y bacterias han contribuido a conocer
los mecanismos de la ritmicidad circadiana. Sin embargo, los principios generales que
gobiernan el reloj circadiano del nematodo Caenorhabditis elegans han permanecido sin
conocerse durante muchos afos, excepto por la descripciéon de algunas variaciones diurnas y
circadianas relacionadas con su comportamiento, bioquimica y expresién génica. En este
trabajo se describe el desarrollo y aplicacién de un sistema bioluminiscente para registrar
ritmos circadianos en C. elegans, asi como las principales caracteristicas del sistema
circadiano del nematodo. Mediante la construccién de un reportero basado en luciferasa
acoplado al promotor del gen sur-5, se demuestra que C. elegans expresa ritmos circadianos
con un periodo cercano a 24 h bajo condiciones ambientales constantes, los cuales pueden ser
sincronizados por ciclos duales de luz oscuridad y temperatura, en ensayos poblaciones e
individuales. Estos ritmos muestran ademas compensacién por temperatura y son capaces de
re-sincronizar después de cambios en la fase de las claves ambientales. Ademas, los ritmos de
luminiscencia pueden ser sincronizados a ciclos mas largos o mas cortos que 24 h (22y 26 h) y
a ciclos ambientales discontinuos (denominados “ciclos esqueleto”). Finalmente, este trabajo
también demuestra que el sensado de luz y la temperatura requiere de las proteinas LITE-1,
GUR-3 y TAX-2. Los resultados de la presente tesis aportan informacion desconocida sobre la
biologia circadiana de C. elegans y demuestran caracteristicas evolutivamente conservadas en
el sistema circadiano del nematodo.

Abstract

Circadian rhythms are based on endogenous clocks which allow organisms to adjust their
physiology and behavior by entrainment to the solar day and, in turn, to select the optimal times
for most, if not all, biological variables. Diverse model systems — including mice, flies, fungi,
plants and bacteria — have shed light on the mechanisms of circadian rhythmicity. However,
general principles that govern the circadian clock of the nematode Caenorhabditis eleganshave
remained largely elusive except for the description of a number of diurnal and circadian
variations in its behavior, biochemistry and gene expression. This work describes the
development and application of a new bioluminescent system to record circadian rhythms in C.
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elegansand demonstrates the main features of the circadian system of the nematode. By
constructing a luciferase-based reporter coupled to the sur-5 gene promoter, we show that C.
elegans expresses circadian rhythms with a period close to 24 h under constant environmental
conditions, which can be entrained by light-dark and temperature cycles, both in population and
single-worm assays. These rhythms also showed temperature-compensation and are able to re-
entrain after changes in the phase of the synchronizing agents. In addition, the luminescent
rhythms can be entrained to cycles longeror shorter than 24 h (22 and 24 h) and to
environmental discontinuous cycles (called “skeleton cycles”). Finally, this work also
demonstrates that light and temperature sensing requires LITE-1, GUR-3 and TAX-2. The
results of the present thesis shed light on C. elegans circadian biology and demonstrate
evolutionarily conserved features in the circadian system of the nematode.
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Listado de abreviaturas

ADNc
ADNdc
ARNi
ARNm
bHLH
CCG
CGC
CK1

CcT
DBT
DNs
FFo CC
FuDR
GFP
GMPc
HMM
LNs
LO/FC
NGM
0o/cc
OO/FF
PCR
PDF
PRC
PRX
RHT
RT-PCR
5-LNv

tocl

ADN complementario

ADN doble cadena

ARN interferencia

ARN mensajero

del inglés, basic-Helix-Loop-Helix

Gen controlado por el reloj (del inglés, Clock Controlled Gen)

Centro Genético Caenorhabditis (del inglés, Caenorhabditis Genetics Center)
Caseina quinasa 1 (del inglés, Casein Kinase 1)

Tiempo circadiano (del inglés, Circadian Time)

del inglés DOUBLETIME, proteina quinasa de D. melanogaster

Neuronas dorsales de D. melanogaster (del inglés, dorsal neurons)
Temperatura constante (fria o caliente)

5-fluorodeoxyuridina

Proteina fluorescente verde (del inglés, Green Fluorescent Protein)

Guanosin monofosfato ciclico

Modelo oculto de Markov (del inglés, Hidden Markov Model)

Neuronas laterales de D. melanogaster (del inglés, lateral neurons)

Ciclo de luz-oscuridad y temperatura baja-alta.

Medio de crecimiento de nematodos (del inglés, Nematode Growth Medium)
Oscuridad y temperatura alta constante

Oscuridad y temperatura baja constante

Reaccidn en cadena de la polimerasa (del inglés, Polymerase Chain Reaction)
Factor dispersor de pigmentos (del inglés, Pigment Dispersing Factor)

Curva de respuesta de fase (del inglés, Phase response curve)
Peroxirredoxina

Tracto retino-hipotaldmico (del inglés, Retinohypothalamic tract)

PCR de transcripcion reversa (del inglés, reverse transcription PCR)
Neuronas laterales ventrales pequefias de D. melanogaster (del inglés, small
ventral LN)

Gen reloj de Arabidopsis thaliana (del inglés, “timing of cabl expression”)



TSS
TTFL
UNDL
URL
uv

YEP
T

Sitio de inicio de transcriptidn (del inglés, Transcription Start Site)

del inglés transcription-translation feedback loop

Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended, inglés)
Unidades relativas de luminiscencia

Ultra-Violeta

Salvaje (del inglés, wild-type)

Proteina fluorescente amarilla (del inglés, Yellow Fluorescent Protein)

Tiempo del Zeitgeber (del inglés, Zeitgeber Time)
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Objetivos generales

e Desarrollar un sistema reportero basado en luminiscencia para medir expresion
génica in vivo y en tiempo real en el nematodo Caenorhabditis elegans.

e Estudiar mecanismos y propiedades fundamentales de los ritmos circadianos del
nematodo mediante la aplicacidon del sistema reportero.

e Elucidar posibles vias fdticas y/o térmicas involucradas en la sincronizacion del

reloj circadiano de C. elegans.

Objetivos especificos

e Generar por ingenieria genética constructos que expresen una proteina
reportera basada en los dos mecanismos de bioluminiscencia existentes en la
naturaleza: el sistema procariota /ux, proveniente de Vibrio harveyi y el sistema
eucariota luc, de Photinus pyralis.

e Desarrollar un método para medir expresion génica con el reportero en tiempo
real, in vivo y por periodos largos de tiempo.

e Aplicar el reportero basado en luminiscencia para estudiar la regulacién
circadiana de la expresion génica del gen sur-5 bajo diferentes ciclos
ambientales.

e Analizar las propiedades fundamentales del sistema circadiano del nematodo.

e Evaluar mecanismos de sincronizacion del reloj central en lineas transgénicas
mutantes deficientes en el sensado de luz y/o temperatura.

e Generar por microinyeccién lineas transgénicas estables de nematodos
bioluminiscentes bajo el control de promotores de genes de interés para futuros

estudios de regulacién transcripcional.
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Introduccion General

Resefia histoérica de los ritmos biolégicos

La evolucién ha moldeado y refinado a todos los seres vivos hasta su forma actual.
Durante mas de tres mil millones de afios, todos los organismos de este planeta han
experimentado que el sol sale y se esconde cada dia a causa de la rotacion de la Tierra
alrededor de su propio eje y han ido perfeccionando su bioquimica para sacar provecho de
este conhocimiento. Adaptaciones a diferentes ambientes tales como el mar, el bosque o las
montafias produjeron la evolucidn de aletas, alas o patas y permitieron que las criaturas
pudieran conquistar nuevos territorios. Asi, no es sorprendente que los organismos se
adaptaran a los ciclos naturales en las variables ambientales y encontraran de esta manera
nuevos nichos ecoldgicos vacantes, no en términos de espacio, sino de tiempo. Se
desarrollaron entonces animales nocturnos, diurnos o crepusculares, todos viviendo bajo el
mismo habitat, pero activos a diferentes momentos del dia, lo cual les permitia coexistir,
aprovechando mejor los recursos y evitando eventuales predadores.

Los primeros seres humanos también deben haber notado los cambios periéddicos, y
seguramente hayan sido plenamente conscientes de las variaciones en el mundo en que
vivian. Sus propios patrones de suefio-vigilia, la apertura y cierre de las flores con el ciclo
luminico, y hasta las temporadas altas y bajas en los cultivos pueden haber sido ejemplos de
ello. Quizas el hecho de que estos cambios fueran tan obvios sea la razén por la cual no
atrajeran practicamente la atencion de los primeros cientificos, hasta la llegada de
Aristételes. En un fragmento de “La historia de los animales” del 350 antes de Cristo, el
filésofo y cientifico griego relataba por primera vez que los insectos cesaban de volar y de
alimentarse después del atardecer cuando se ponia el sol, pero que incluso si les acercaba
una vela encendida seguian durmiendo profundamente. Sin embargo, pasaron mas de 2000
afos hasta que se hizo el primer intento experimental para explicar la verdadera naturaleza
del fendmeno descripto por Aristoteles (Daan 2010).

Estrictamente hablando, cualquiera de estas observaciones podrian haber sido el
resultado de una respuesta directa a las constantes variaciones de la luz o la temperatura,
pero esta conclusion no podia explicar que la mayoria de los organismos mantuvieran su
mismo horario de actividad aun en ausencia de sefiales ambientales. Este fendmeno
enddgeno, conocido como “ritmo circadiano” (del latin circa diem o “cerca de un dia”) se

conoce desde hace cientos de afios y fue descripto por primera vez en la planta Mimosa
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Introduccion General

pudica, en la cual De Mairan observé que las hojas se extendian y retraian a lo largo del dia
(De Mairan 1729). Sin embargo, el astronomo fue un paso mas alld y colocd la maceta
dentro de un armario dentro del cual no llegaba la luz solar. Para su sorpresa, las hojas de la
Mimosa se seguian moviendo, con lo que demostré por primera vez que los ritmos
circadianos eran capaces de mantenerse incluso en ausencia de sefiales temporales del
ambiente. Mas tarde, otros estudios demostraron que los movimientos de las hojas en la
oscuridad no respondian a cambios en la temperatura ambiente (Duhanel Du Monceau
1759) vy que su periodo en libre curso o “free running” era muy cercano, pero no
exactamente igual a 24 horas (De Candolle 1832). En 1866 William Ogle, trabajando con
humanos, midio la temperatura corporal y determind su ascenso antes del despertar, y su
paulatino descenso al atardecer durante la vigilia. Como este ritmo no parecia depender ni
del ciclo suefio-vigilia ni de factores ambientales, Ogle concluyé que era producido por
variaciones periddicas en las funciones organicas (en Golombek 2007).

En 1900, Hugo von Buttel-Reepen encontrd que las abejas eran capaces de aprender
la hora del dia en la que las flores producian néctar y polen. Diez afios mas tarde, en 1910,
Forel describié un comportamiento similar en el que las abejas eran capaces de recordar y
acercarse todo los dias a la misma hora a su mesa del desayuno. Este concepto de memoria
temporal o zeitgeddchtnis, fue extensamente estudiado en aquella época y se planted que
estaba de alguna manera relacionado con la secrecidn de néctar y polen de las flores y que
las abejas forrajeaban solamente cuando dicha secrecién alcanzaba su pico maximo durante
el dia (Lehmann, et al. 2011).

Sin embargo, el concepto de “reloj enddgeno” era todavia muy dificil de comprender
para aquella época y muchos cientificos aln cuestionaban si los ritmos persistentes bajo las
denominadas condiciones constantes no eran un mero reflejo en realidad de fallas técnicas
para excluir todas las sefiales latentes del ambiente que eran imposibles de eliminar en los
laboratorios de esos tiempos. A fines de la década del 40, el muy respetado cientifico
aleman Gustav Kramer observd que las aves migratorias requerian de una especie de brajula
solar para volar hacia el norte, y razond que para poder usar este punto de referencia
continuamente movil y volar en una direccion fija, debian tener necesariamente eine
biologische Uhr: un reloj bioldgico (Dunlap, et al. 2004). El término “reloj bioldgico”
rapidamente reemplazd la vaga nocion de fendmeno endageno y le otorgd el verdadero

sentido a esta entidad fisioldgica precisa de los organismos vivos. Este descubrimiento fue
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acompafando por el fuerte indicio de que también las abejas tenian un mecanismo
enddgeno para estimar el tiempo, cuando Renner mediante un experimento transocednico
en el cual trasladd abejas sincronizadas de Paris a Nueva York en avidn, observo que las
mismas todavia seguian buscando alimento con el huso horario francés (Lehmann, et al.
2011). Estas observaciones tuvieron un gran impacto e inspiraron a muchos otros
investigadores de la época, quienes comenzaron a considerar la idea de los ritmos
circadianos como relojes y a ahondar mas en las propiedades de estos relojes que parecian
tener suficiente precisidn ante la variabilidad externa.

Entre los cientificos sorprendidos por los trabajos con las aves migratorias aparece el
famoso britanico Colin S. Pittendrigh, quien se convertiria en uno de los fundadores de la
cronobiologia moderna. En 1950, Pittendrigh se trasladd a la Universidad de Princeton y
focalizo su investigacion en los ritmos de eclosidn de la mosca Drosophila melanogaster.
Entre los numerosos descubrimientos que se le atribuyen, se encuentra por ejemplo Ia
independencia térmica de la frecuencia de eclosién en condiciones de free running. Esta
propiedad, mas tarde conocida como “compensacidén por temperatura” fue rapidamente
confirmada en muchos otros organismos y es considerada hoy en dia como una de las
principales caracteristicas de los ritmos circadianos.

En la misma época, Jurgen Aschoff, médico aleman y profesor en Heidelberg,
demostro por primera vez que la descendencia de ratones crecidos por varias generaciones
en luz constante alin mostraba ritmos robustos de actividad diaria, a pesar de la ausencia de
un ciclo de luz-oscuridad durante su desarrollo. Con observaciones similares pero realizadas
en pollos, donde el huevo se desarrollaba adentro del uUtero en ausencia total de luz, Aschoff
demostrd que no era necesaria una experiencia previa a un ciclo de luz- oscuridad para
desarrollar ritmicidad.

En 1958, Aschoff conoce a Pittendrigh en Princeton y, dos afios mas tarde, llevan a
cabo en 1960 la primera reunidn de la historia de la Cronobiologia moderna, en Cold Spring
Harbor, donde reunieron a cientificos de distintos campos y presentaron las visiones
generales y propiedades fundamentales del andlisis de la ritmicidad circadiana en
experimentos de comportamiento. Juntos, propusieron la vision de que los ritmos
circadianos son ubicuos, y siguen reglas generales, remarcando que cualquier sistema podria

contribuir al campo en cuestion e inspirando a investigadores de muchas disciplinas.
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Sin embargo, la pregunta fundamental acerca de cdmo se generaban estos ritmos no
fue respondida hasta fines del siglo pasado e involucraba la idea de la existencia de un
mecanismo interno capaz de sincronizar el tiempo bioldgico con el tiempo externo, de
naturaleza heredable. A comienzos de 1970, Seymour Benzer y su alumno Ron Konopka
estaban trabajando con la mosca de fruta Drosophila melanogaster y observaron después de
una mutagénesis quimica que algunas moscas mostraban un comportamiento circadiano
anormal en la eclosion de la pupa. Pudieron aislar tres cepas bien diferenciadas, una con
periodo de eclosidon inusualmente largo (29h), otro con un periodo corto (19h) e incluso una
tercera que habia perdido completamente los ritmos de eclosién. Mas tarde se descubrid
gue la mutacion responsable de ese fenotipo se hallaba dentro del mismo locus de un gen
localizado en el cromosoma X. Este gen fue posteriormente llamado “period”, y los mutantes
designados como period™", period®™" y period™. De esta manera se dio a conocer el primer
“gen reloj” de la historia de la cronobiologia (Konopka y Benzer 1971). Numerosos genes
reloj fueron descriptos con el correr de los afios y trascendid que period no era exclusivo de

Drosophilidae, sino muy conservado entre roedores, el pez cebra y humanos.

Propiedades de los ritmos circadianos

La coordinacion temporal de procesos biolégicos internos, tanto entre si como con
ciclos ambientales externos, es crucial para la salud y la supervivencia de todos los
organismos, desde bacterias a humanos. Esta coordinacion es orquestada por un reloj
interno, el cual controla a los ritmos circadianos de expresién génica y a las actividades
bioldgicas resultantes.

Durante los altimos afios, el funcionamiento del sistema circadiano se ha estudiado a
nivel molecular, celular y fisiolégico en una serie de organismos modelo, incluyendo las
cianobacterias Synechococcus (Dong oro 2008), el hongo Neurospora crassa (Dunlap et al.
2007), la planta Arabidopsis thaliana (Harmer 2009), la mosca Drosophila melanogaster vy el
ratén Mus musculus (Weber, 2009). El cldsico, aunque mas bien simplificado, modelo de un
sistema circadiano se muestra en la Figura 1 y comprende tres componentes basicos: un
componente exdgeno o input, que hace referencia a las vias de entrada, conocidas como
Zeitgebers o “dadores de tiempo”; un reloj bioldgico o pacemaker que consiste basicamente

en un oscilador molecular; y los ritmos biolégicos o outputs, es decir, las vias de salida del
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reloj. Sin embargo, los diversos componentes interactian entre si, pudiendo los ritmos
bioldgicos retroalimentar la actividad del reloj central o los componentes exdgenos afectar
directamente a los ritmos de salida, pasando por alto al reloj, en un fendmeno conocido
como enmascaramiento o masking (Mrosovsky 1999).

El oscilador central puede recibir directa o indirectamente claves ambientales que le
permiten sincronizarse con el ambiente externo y transferir informacion temporal a las vias
de salida, para regular la expresidn ritmica de genes controlados por el reloj (conocidos por
sus siglas en inglés, ccg) y finalmente las funciones fisioldgicas tales como la temperatura
corporal, el ciclo suefio-vigilia, la alimentacion, etc. Existen varios factores ambientales que
actuan como sincronizadores que armonizan a las neuronas del oscilador central forzando la
periodicidad del reloj circadiano a adoptar la 24 horas del ambiente (Dunlap, et al. 2004). La
luz, temperatura, el alimento, las sefiales sociales (Levine, et al. 2002) e incluso el
magnetismo terrestre (Gegear, et al. 2008) pueden influir en el reloj circadiano, siendo la luz

solar el input mas importante para la mayoria de los organismos.

Retroalimentacion

Enmascaramiento

Figura 1| Esquema del sistema circadiano, el cual estd compuesto por tres componentes
principales: el oscilador central, dedicado a generar y sostener los ritmos, recibe e integra
sefiales de las vias de entrada o sincronizadores y controla las vias de salida o los ritmos
biolégicos.

Tal como se menciond anteriormente, se puede definir como ritmo circadiano a
cualquier variable fisiolégica que presenta una variacion a lo largo del dia con un periodo
cercano a 24 horas. Los ritmos cuyas frecuencias son mayores son llamados ultradianos (por
ejemplo el ritmo cardiaco o el respiratorio); aquellos de menor frecuencia son llamados

infradianos (tales como la hibernacién o el ciclo menstrual). Para poder caracterizar,

cuantificar y analizar a los ritmos en el laboratorio, se utilizan una serie de parametros
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especificos: periodo (simbolizado con la letra griega tau, T), la amplitud vy la fase. El periodo
se define como el intervalo de tiempo entre dos sucesos idénticos, lo que equivale a la
duracion de un ciclo; la amplitud es la distancia entre el valor medio y el valor maximo que
alcanza la variable, y la fase hace referencia al momento del ciclo temporal en que esta
situada al variable en estudio, es decir, un punto arbitrario dentro del ciclo (por ejemplo el
pico) con respecto a un evento fijo (por ejemplo, el comienzo del dia) (Figura 2) (Golombek
2002; Dunlap, et al. 2004).

Otras definiciones muy utilizadas en cronobiologia tienen que ver con los ciclos que
se emplean para sincronizar al reloj de los organismos en condiciones de laboratorio.
Durante la fase ciclica del entrenamiento, por ejemplo bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12h
: 12h, el momento de encendido de la luz se define como ZTO0, por “Zeitgeber time” o dador
de tiempo. De esta manera, en un ciclo de 12 horas de luz/ 12 horas de oscuridad donde la
luz se prende a las 9 am hora reloj, este momento corresponderia a ZT0, mientras que las 9
pm o momento de apagado de la luz corresponderia a ZT12. Cuando el organismo es dejado
en condiciones constantes o de free-running, que en este ejemplo corresponderia a estar
bajo oscuridad constante, el organismo mostrara ritmos de la variable en andlisis de acuerdo
al tiempo interno del reloj, ya que se encuentra en completa ausencia de claves ambientales.
Normalmente, bajo esta fase constante, el periodo deja de ser exactamente igual a 24 horas
y se hace ligeramente mas largo o mas corto de acuerdo a la regulacidn circadiana de la
variable en estudio. En este caso, el tiempo se define entonces como CT, de las siglas en
inglés “Circadian time” y se utilizan los términos dia subjetivo y noche subjetiva, para hacer
referencia a las fases respectivas de dia y noche que el organismo esperaria encontrar si aun
estuviera bajo el esquema de entrenamiento ciclico previo. Durante la condicion de free-
running, también se analiza si la fase del ritmo en estudio se mantiene en un horario cercano
con respecto a la fase previa de sincronizacion, Aqui vamos a introducir y discriminar dos
términos de la jerga circadiana que, segln lo definimos especificamente en este trabajo,
seran de utilidad para la presente tesis. Si un ritmo circadiano mantiene la fase que exhibia
mientras estaba bajo condiciones de un Zeitgeber ciclico hablaremos de un entrenamiento a
las condiciones ambientales. Por el contrario, si el ritmo muestra una fase clara bajo el ciclo
ambiental, es decir, una sincronizacion al “Zeitgeber”, pero luego la fase cambia
abruptamente al liberar el organismo en condiciones constantes, estamos en presencia del

fendmeno de enmascaramiento o “masking” previamente mencionado.
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Por otro lado, para que un proceso biolégico pueda ser definido como circadiano
debe cumplir al menos tres propiedades fundamentales (Figura 2):

e Un patréon ritmico que se repita con una periodicidad cercana a las 24 horas,
incluso en ausencia de sefiales ambientales, lo que se conoce como periodo de libre curso o
“free-running”.

® Sincronizacion del ritmo en una manera dependiente del tiempo mediante claves
ambientales, tales como un ciclo de luz/oscuridad o de variacion de temperatura. De esta
propiedad se desprende ademas la capacidad de los ritmos circadianos conocida como
reseteo de fase, la cual establece que la fase del ritmo puede ser modificada por cambios en
las sefales externas, tales como pulsos de oscuridad durante la fase de noche subjetiva o dia
subjetivo. Ademas, esta propiedad es la que explica |la respuesta que se observa cuando se
somete a un organismo a un esquema de “fet-lag” o desincronizacién forzada por cambios
abruptos en el ciclo de sincronizacién. Por ejemplo, en un cambio de huso horario simulado
en el laboratorio en un roedor por un retraso del momento del encendido de la luz o
alargamiento de la noche, el reloj del animal tarda algunos dias en recuperarse y volver a re-
entrenar a las nuevas condiciones ambientales.

e El periodo del ritmo bioldgico evaluado bajo condiciones de free-running debe ser
relativamente constante ante cambios de temperatura que se encuentren dentro del rango
fisiolégico del organismo. Esta propiedad, conocida como compensacion por temperatura, es
de suma importancia y hace referencia a la capacidad de amortiguacion que posee el
sistema circadiano para compensar cambios en la velocidad de las reacciones bioquimicas
con la temperatura. Dicho de otra manera, refleja la capacidad homeostdtica del sistema
circadiano que le permite a cualquier organismo mantenerse relativamente inmutable frente
a cambios abruptos en el ambiente. Esta propiedad se evaltia mediante el coeficiente Qyq, el
cual permite conocer cuanto varia la velocidad de una reaccién en un rango de 10°C y debe
ser cercano a 1 para considerar que el proceso biolégico es independiente de |la temperatura

(Harmer, et al. 2001).
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Periodo

Fase

Amplitud

Bioluminiscencia relativa

Tlempo (horas)

o

Pulso de luz al final de la noche subjetiva

Bioluminiscencia relativa
W
—_—

Tlempo (horas)

Figura 2| Propiedades fundamentales de los
ritmos circadianos. A| Ritmo representativo
de luminiscencia de un reportero controlado
por el promotor de un gen reloj genérico. Los
ritmos circadianos son sincronizados por
estimulos  externos (en este  caso
luz/oscuridad, tiempo negativo) y se
mantienen en condiciones contantes (tiempo
positivo, oscuridad constante). Los
parametros de la curva utilizados para el
analisis son el periodo, la fase y la amplitud.

Periodo (h)

C

Pulso de luz durante el dia subjetivo

Tlempo (horas)

26 —
. \h‘
------ ®
22
20 ] I ]
24 28 32 36

Temperatura (°C)

Las barras blancas indican la fase de luz y las negras la oscuridad (ZT), mientras que con gris y negro
se representa el dia y la noche subjetiva, respectivamente (CT). B| La fase de un ritmo puede ser
reseteada por el mismo estimulo con el cual fue sincronizado. Por ejemplo, un pulso de luz al final de
la noche subjetiva provoca un avance de fase, mientras que el mismo pulso de luz durante el dia
subjetivo tiene un efecto casi despreciable. C| El periodo de los ritmos circadianos es compensado
por temperatura y se mantiene cerca de las 24 horas dentro de un rango fisioldgico para el

organismo. Adaptado de Golden y Canales, 2003.
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Organismos modelo y outputs del reloj

A lo largo de la introduccion, se han ido mencionando diferentes organismos
utilizados como modelo para el estudio de la cronobiologia. Algunos de ellos fueron
protagonistas de los primeros descubrimientos que dieron lugar a esta disciplina y fueron
esenciales para el estudio de cuestiones mecanisticas basicas que rigen el funcionamiento de
la mayoria de los relojes. Y, lo que es mas importante, algunos de estos organismos
resultaron ser indispensables como herramientas para llegar a estos descubrimientos,
porgue ofrecieron en su momento - y aun lo siguen haciendo - caracteristicas especificas
ventajosas por sobre otros organismos. Es importante remarcar que la cronobiologia es una
ciencia compleja y de multiples variables, por lo que contar con organismos gue ofrecieran
fenotipos claros y facilmente apreciables en un primer momento y, mds adelante en el
tiempo, simplicidad y facilidad de manipulacién genética, fue esencial para lograr el éxito de
muchas de las investigaciones fundacionales. En esta seccidén se describird brevemente a
algunos de los organismos de mayor relevancia en cronobiologia, asi como también qué
ofrece cada sistema modelo en términos de métodos no invasivos o automaticos para poder
medir ritmos diarios.

Uno de los organismos modelo mas importante en la historia de la cronobiologia es,
sin duda, la mosca del vinagre Drosophila melanogaster (Ashmore y Sehgal 2003). Se trata
de un insecto muy pequefio, con un ciclo de vida corto que tarda en condiciones dptimas
alrededor de dos semanas en completarse; asimismo son muy fecundos, ya que una hembra
puede poner cientos de huevos fertilizados durante su vida (alrededor de un mes). Es el
organismo en el cual casi se identificaron por primera vez casi todos los genes principales del
reloj, tales como per y tim. Dos caracteristicas fundamentales pueden ser las responsables
de este hecho: la primera, su facil manipulacién genética y crianza en el laboratorio debido a
su pequefio tamaiio y su rapida reproduccion, y segundo, la robustez de varias actividades
fisioldgicas circadianas facilmente medibles sin la necesidad de demasiada tecnologia. Los
ritmos de eclosion de la mosca adulta desde la pupa fueron de gran importancia en los
inicios de los estudios cronobioldgicos de Konokpa y Benzer en 1970, por la ventaja de que
este evento ocurria al amanecer en moscas wild-type y era facilmente medible. Sin embargo,
se trataba de un ensayo circadiano poblacional, el cual generaba miles de eclosiones cada 24

horas, dificiles de seguir en simultaneo, incluso en condiciones constantes, por lo que
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resultaba muy engorroso como método para genotipar numerosas moscas individuales. Por
esta razdn, pronto se establecié el auge de los ensayos de actividad locomotora para el
screening de moscas sometidas a mutdgenos, en los que era posible registrar el movimiento
de muchas moscas individuales al mismo tiempo en un espacio reducido y con costos
relativamente bajos; asi se hallaron patrones de reposo y actividad, incluso homologables a
ciclos de suefio y vigilia tal como se pueden observar en humanaos (Rosato, et al. 2006).

Su genoma totalmente secuenciado y la gran capacidad de mapeo de mutaciones,
conjuntamente con la automatizacién del registro locomotor (Figura 3) y de eclosion para
realizar high-throughput screenings, permitieron establecer las pautas genéticas que
determinan los ritmos circadianos en D. melanogaster, y descubrir mas tarde que las bases
moleculares del reloj de los invertebrados mostraba similitudes remarcables con la de los
mamiferos. Asimismo, el hallazgo de las neuronas laterales encargadas de controlar el ritmo
locomotor en las moscas permitié descubrir que esta homologia no era tan sélo a nivel
genético, sino también fisiologico (Panda, et al. 2002b). La cantidad de factores
cronobiolégicamente conectados funcionando dentro de este insecto comprenden
actualmente un ejemplo cada vez mas sobresaliente de versatilidad génica, donde la
actividad multifacética de estos genes y las complejas interacciones entre ellos resultan en la

determinacidn global de la forma y la funcidn (Hall 2005).
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Figura 3| Registro de actividad locomotora en D. melanogaster. Una (nica mosca adulta es
colocada dentro de un tubo de vidrio que posee comida en un extremo y algododn para cerrar el otro.
Un haz de luz infrarroja atraviesa el medio del tubo y un colector conectado a una computadora
puede grabar y contar la cantidad de veces que la mosca atraviesa el haz infrarrojo. De esta manera,
muchos tubos de vidrios con moscas en su interior son colocados en los sistemas de registros dentro
de incubadoras con condiciones controladas de luz y temperatura y registradas automaticamente
durante dias en una computadora. El resultado se grafica como bloques de actividad (sombra azul)
en orden cronoldgico a lo largo del eje Y, durante las 24 horas diarias en el eje X con un doble
ploteado para dar mayor claridad. En amarillo y gris se muestran los dias y noches subjetivas
respectivamente. Imagen adaptada de Gilestro, 2012.
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Entre los vertebrados, el ratén comun (Mus musculus) y el hamster dorado o Sirio
{Mesocricetus auratus) son los organismos mas extensamente utilizados en el estudio de los
ritmos circadianos. El primer roedor mutante de un gen reloj se descubrid por casualidad en
1988, cuando Martin Ralph y Michael Menaker, mientras registraban la actividad locomotora
en rueda de numerosos hamsters doradores en condiciones de free-running, descubrieron
una mutacion natural que hacia que unos de sus animales tuviera un periodo de actividad
locomotora mucho mas corto (22 h en heterocigosis vs 24 h del hamster wild type) (Ralph y
Menaker 1988). La variante natural fue denominada mutacion tau y muchos afios mas tarde
se descubrié que el gen afectado codificada para la caseina quinasa 1 epsilon (CKlg) (Lowrey,
et al. 2000). En 1994, Joe Takahashi y colaboradores describieron el primer ratéon mutante
del gen clock, mediante un screening de mutantes de actividad locomotora (Vitaterna, et al.
1994), que fue clonado e identificado recién en 1997 (Antoch, et al. 1997). Esta fue la Gnica
vez registrada donde el estudio de roedores se adelantdo a los resultados de genes
circadianos que se encontraron en moscas. El gen clock mutado afectaba el periodo de los
roedores en free-running (lo alargaba) y causaba una pérdida de amplitud de los ritmos bajo
condiciones ambientales constantes.

El registro de actividad locomotora de roedores corriendo en una rueda bajo ciclos de
luz:oscuridad (LD) y oscuridad constante (0O) es el output cronobioldgico mas utilizado
desde los inicios en mamiferos para estudiar ritmos comportamentales y uno de los mas
robustos y fiables (Figura 4). Ademas, tiene |la ventaja de también poder automatizarse y por
ende resulta ideal para hacer screening de mutantes, aunque los costos y el espacio
requerido para ensayos high-throughput no son tan accesibles como al trabajar con
invertebrados.

Los roedores pequefios resultaron ser modelos muy U(tiles para estudios de
cronobiologia, y la ventaja principal reside quizas en su propia naturaleza mamifera, y por
ende, en la posibilidad de comprender fendmenos cronobiolégicos en un modelo que se
asemejan mucho en complejidad a los seres humanos (Dunlap, et al. 2004). La posibilidad
de determinar ritmos de temperatura corporal, de alimentacion, de secrecién hormonal,
ritmos metabdlicos y en de expresion génica robusta de manera individual, son ejemplos de
ello. Ademds, con el paso de los afios, su genoma completamente secuenciado, su
relativamente corto periodo de gestacion (de 19 a 21 dias) y la posibilidad de poder realizar

genética reversa son algunas de las caracteristicas terminaron de convertir a estos roedores
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como organismos modelo en cronobiologia, asi como también en otras areas de

investigacién (Ko y Takahashi 2006).

Mus musculus Jaula de actividad en rueda Registro computarizado

Actograma

'I'ampo (horas)

Figura 4| Registro de actividad locomotora en Mus musculus. Un ratén adulto es colocado dentro
de una jaula especialmente disefiada con una rueda gue permite registrar de manera automatica la
cantidad de vueltas que realiza el animal al correr en la rueda diariamente. Estas jaulas son colocadas
bajo condiciones controladas de luz y temperatura, con alimento y agua y se registra la actividad
automaticamente durante dias bajo condiciones de El resultado se grafica en un actograma, como
una pila vertical de bloques de actividad en orden cronolégico a los largo del eje y (representado en
negro), durante las 24 horas diarias en el eje X con un doble ploteado para dar mayor claridad. Las
barras blancas y negras representan luz y oscuridad, y las grises oscuridad constante. Imagen
adaptada de http://www.agnthos.se/.

El hongo filamentoso Neurospora crassa es un organismo modelo que ha sido
extensamente caracterizado cronobioldégicamente. Esto se debe tanto a la posibilidad de
poder registrar facilmente su comportamiento circadiano, como asi también a la existencia
de técnicas moleculares y genéticas para su estudio. Se trata de un hongo clasificado dentro
del Phylum Ascomycota y esta ampliamente distribuido en la naturaleza (Baker, et al. 2012).
El hongo se encuentra comunmente en su estado vegetativo creciendo como micelio de
hifas haploides pero posee un ciclo dual de reproduccion sexual y asexual. Ante ciertas
sefiales, los micelios cambian su desarrollo y empiezan a formar hifas aéreas que se
segmentan en esporas asexuales llamadas macronidias. Estos conidios son de color naranja
brillante caracteristico debido a los pigmentos carotenoides y su proceso de produccion esta
controlado por el reloj circadiano y alcanza su maximo justo antes del amanecer (Baker, et
al. 2012). El método que comunmente es utilizado para poder estudiar este comportamiento
consiste en cultivar a los hongos en un tubo de vidrio, que permite visualizar la produccion
de conidios que se forman en un patrdn lineal hacia abajo (Loros y Dunlap 2001). Este

ensayo muy simple es capaz de reportar la actividad del reloj de manera muy robusta y ha
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permitido la realizaciéon de screenings de mutantes que identificaron muchos de los
componentes del reloj circadiano central y por lo tanto ha contribuido a nuestra

comprension del mecanismo basico detras de todos los ritmos circadianos (Figura 5).

Neurospora crassa  “Race-tube assay” 2h  Crecimiento Vista lateral del tubo
_ B ——————=
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— Densitometria
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YRR\ /\/\/\
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Figura 5| Ensayo de crecimiento de conidios en tubo en Neurospora crassa. En el hongo, la
produccién de esporas asexuales esta bajo el control de reloj bioldgico. Este proceso de conidiacion
se puede medir utilizando una cdmara de crecimiento especializada denominada race tube en inglés,
gue consiste en tubos de vidrio que contienen medio de cultivo inoculado en unos de los extremos
con el hongo, y dejados en condiciones de luz constante y temperatura controlada. Después de 24
horas, los tubos son colocados en oscuridad constante (OO) para sincronizar el reloj de los hongos y
los micelos van creciendo hacia abajo a una tasa semi-constante. El periodo de conidiacion estd
determinado por el tiempo que transcurre entre dos bandas de conidios sucesivas, lo que se analiza
mediante una densitometria de una fotografia del ensayo real. Este simple ensayo permite analizar la
regulacion circadiana sobre el desarrollo del hongo. Imagen adaptada de Golden y Canales 2003;
Price-Lloyd, et al. 2005.

Entre las plantas, la dicotiledonea Arabidopsis thaliana es el organismo modelo mas
utilizado para el estudio de ritmos circadianos. Las plantas han jugado un rol histérico
importante en el estudio de los ritmos circadianos, gue comenzoé con las observaciones del
movimiento de las hojas de la Mimosa en oscuridad constante (De Mairan 1729). Ademas
de los ritmos morfoldgicos, las plantas exhiben numerosas oscilaciones circadianas a niveles
fisiologicos y moleculares. Procesos tan diversos como el movimientos de las hojas (Figura
6), la elongacién del tallo, la apertura y el cierre de estomas, germinacion, actividad
fotosintética y apertura de flores, la tolerancia al estrés y muchas actividades enzimaticas
estan bajo el control circadiano (Barak, et al. 2000). La mayoria de estos ritmos conocidos
estan ahora fuertemente vinculados a oscilaciones robustas en la expresion génica en la
mayoria de los organismos, fendmeno que fue caracterizado por primera vez con un estudio
de todo el genoma en las plantas (Harmer, et al. 2000). Aunque los ritmos morfoldgicos de
las plantas son muy robustos y observables a simple vista, a diferencia de lo que pasa en

otros organismos modelo, no son adecuados para realizar high-throughput screenings, por lo
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que la era molecular de la cronobiologia en plantas se retrasd hasta la década de 1990,
cuando gracias al desarrollo de un reportero basado en el gen de la luciferasa se crearon
fusiones promotor::luciferasa que permitieron a los investigadores monitorear
simultdneamente ritmos en la expresion de genes en tiempo real e in vivo en miles de
plantas individuales (Millar, et al. 1992). Este enfoque dio lugar a la identificacion del primer
mutante del reloj en Arabidopsis, correspondiente al gen tocl (por las siglas en inglés
“timing of cabl expression”) (Millar, et al. 1995a; Millar, et al. 1995b). Sin embargo,
Arabidopsis se establecid luego muy rapido como sistema modelo para el estudio de ritmos
circadianos vy, gracias principalmente al uso de la luciferasa como gen reportero no invasivo,

rapidamente se recupero el tiempo perdido en relacién a otros modelos.

Arabidopsis
thaliana Camara de registro Movimiento de hojas

58 3838
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Figura 6| Ensayo de movimiento de hojas en Arabidopsis thaliana. En |as plantas, uno de las salidas
mas robustas y mas estudiadas del reloj es el movimiento de hojas a lo largo del dia. En este caso,
plantulas de 10 dias de vida son colocadas en una incubadora bajo condiciones de luz constante, y se
obtienen imagenes de las mismas cada 1 h durante por alrededor de 7 dias de registro. Luego, estas
imagenes son procesas y se grafica el angulo de apertura las hojas en funcidn del tiempo circadiano
(LL), a partir de lo cual se estima el periodo y la fase de los ritmos. Imagen adaptada de
http://www.bio.sci.osaka-u.ac.jp/.

Finalmente, también existen organismos procariotas que son estudiados en
cronobiologia, entre los cuales las cianobacterias se encuentran entre los organismos
modelo. Algunas de sus caracteristicas son su pequefio tamafio gendmico, la facilidad con la
que pueden ser manipuladas genéticamente (Golden y Sherman 1984; Elhai y Wolk 1988), y
la disponibilidad de vectores para estudios genéticos y moleculares (Golden y Sherman
1983). Actualmente se sabe que muchas especies poseen un sistema circadiano que controla
su metabolismo y ciclo de divisién celular (Golden, et al. 1997; Wijnen y Young 2006). Como
los “comportamientos” bacterianos son basicamente microscopicos y moleculares, el

descubrimiento de los ritmos bacterianos vino cientos de afios después de lo que se conoce
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sobre organismos macroscopicos. De hecho, la nocién prevalente a mediados de los 80 era
que los procariotas, por su corta vida util y por no poseer estructuras unicelulares definidas,
no tendrian ningln motivo ni recursos aparentes para organizar su metabolismo en base a
un sistema circadiano de 24 h. Debido a esto fue una gran sorpresa encontrar que
cianobacterias unicelulares de la especie Synechococcus elongatus alternaban la fijacion de
nitrogeno con la fotosintesis de acuerdo a un reloj circadiano interno (Huang, et al. 1990).
Para que las cianobacterias sean reconocidas como organismos modelo para la
investigacion circadiana, fue necesario entonces el desarrollo de ensayos adecuados y
sistemas genéticos que permitieran llegar a investigar el mecanismo molecular de estos
relojes y se aprovecharon entonces muchas de las técnicas que ya habian sido desarrolladas
para otros sistemas circadianos. El uso de reporteros luminiscentes fue esencial para el
estudio del reloj de estos organismos, ya que Synechococcus elongatus es muy facil de
manipular genéticamente, y transcribe su genoma con un ritmo circadiano muy robusto, lo
cual es muy sencillo de analizar y registrar con el registro automatico de bioluminiscencia
usando procedimientos similares a los adaptados para otros organismos modelo (Golden y

Canales 2003) (Figura 7).
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Figura 7| Registro de luminiscencia en Synechococcus elongatus. En cianobacterias y en otros
organismos modelo, la transcripcidn génica se monitorea in vivo y en tiempo real mediante la fusién
de un promotor de un gen circadiano de interés con un gen reportero tal como el codificante para la
enzima luciferasa de Photinus pyralis. Las cianobacterias transgénicas son sembradas en placas de 96
wells y la emision de bioluminiscencia es registrada a distintos tiempos mediante fotografias con una
camara CDD bajo con condiciones controladas de luz y temperatura. Los ritmos resultantes son
analizados en un grafico donde se puede ver la variacion de la cantidad de luminiscencia con el
tiempo en condiciones constantes (en este caso luz continua), lo cual permite analizar pardmetros
como periodo o fase de la expresién del gen en estudio, en multiples cepas de manera simultdnea,
por ejemplo en cianobacterias que presentan mutaciones en distintos componentes del reloj. Imagen
adaptada de Golden y Canales, 2003; Smith y Williams, 2006.
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Organizacion del sistema circadiano

Anatémicamente, la organizacion del sistema circadiano es muy diferente de acuerdo
a la complejidad de los diversos organismos. En organismos unicelulares, tales como la
cianobacteria Synechococcus elongatus, el sistema circadiano estd obviamente basado en
oscilaciones moleculares a nivel de cada célula individual (Golden y Canales 2003).

En mamiferos, el reloj central esta conformado por un pequefio grupo de neuronas
en el hipotdlamo del cerebro que forman una region denominado nucleos
supraquiasmaticos (NSQ), los cuales sincronizan a distintos osciladores periféricos en tejidos
tales como el higado, el corazdn o rifiones (Green et al., 2008). En este caso, la luz es captada
por los fotorreceptores de la retina y llega al SCN a través del tracto retino-hipotalamico,
mediante el neurotransmisor glutamato, el cual activa a los receptores de las neuronas del
reloj iniciando una cascada de eventos que finalizan con un cambio de fase del reloj
(Golombek 2007) (Figura 8A). Entonces, en el modelo mas simplificado del sistema
circadiano de mamiferos, los NSQ controlan las fases de todos los relojes periféricos, con la
excepcion de los osciladores semiauténomos ubicados en el bulbo olfatorio (Granados-
Fuentes, et al. 2004).

Drosophila melanogaster también presenta un oscilador central ubicado en el
cerebro (Figura 8B), que estd conformado por alrededor de 300 neuronas clasificadas como
neuronas laterales (LNs) y neuronas dorsales (DNs) por su posicidon anatdmica. Un subgrupo
de neuronas laterales llamadas neuronas laterales ventrales pequefias (s-LNv) son
probablemente el cluster mds importante en la red circadiana: producen el neuropéptido
PDF (de sus siglas en inglés Pigment-dispersing factor), el cual es esencial para dispersar los
ritmos y sincronizar a las diferentes clases de neuronas del reloj. El oscilador del cerebro
controla distintos comportamientos ritmicos a distancia; por ejemplo, un grupo de neuronas
s-LNvs de cada hemisferio es necesario y suficiente para la coordinacion de los ritmos de
actividad locomotora en adultos (Grima, et al. 2004). Ademas, se ha encontrado que las
neuronas principales del oscilador del cerebro son capaces de controlar a al menos dos
osciladores periféricos, con lo cual desempefiarian estrictamente la funcidn de pacemaker
central: a) el oscilador no-auténomo en la glandula protoracica , que regula el ritmo de

eclosion de pupa (Myers, et al. 2003), y b) la fase de sincronizacién del reloj en los oenocitos,

28



Introduccion General

gue estan involucrados en la sintesis de feromonas sexuales secretadas en la superficie de la
cuticula, a través de la sefializacidn via PDF (Krupp, et al. 2013).

Sin embargo, y diferencia de los mamiferos, donde la luz solo llega directamente al
SCN y donde la mayor parte de los outputs ritmicos en los osciladores periféricos dependen
directamente del reloj central, Drosophila melanogaster posee relojes periféricos que
pueden ser sincronizados directamente por claves ambientales, dispersados por la cabeza y
el cuerpo. Distintos tejidos aislados de moscas, tales como las alas, patas, ojos y antenas
poseen osciladores capaces de funcionar de manera auténoma (Bell-Pedersen, et al. 2005).
Estos relojes periféricos producen criptocromos que actuan como fotorreceptores de luz
azul — ademds de ser parte del mecanismo de oscilacion molecular - y son codificados por el
gen cry, cuya expresion puede regular a su vez la actividad del oscilador central del cerebro
(Nikhil, et al. 2016). Un ejemplo bien estudiado de ritmos controlados Gnicamente por
osciladores periféricos son los ritmos de olfacciéon en la mosca adulta, donde se ha
demostrado que algunas neuronas de la antena que poseen receptores para diferentes
olores son necesarias y suficientes para inducir respuestas electrofisiolégicas ante estos
estimulos (Tanoue, et al. 2004). Resultados similares se han encontrado para el reloj de la
probdscide, el cual controla ritmos fisioldgicos gustatorios y en los osciladores de los tubos
de Malpighi, el érgano renal de las moscas, los cuales oscilan en fase con el reloj central del
cerebro pero mediante percepcidn directa de los mismos estimulos ambientales (Plautz, et
al. 1997). De esta manera, el sistema circadiano de D. melanogaster esta basado en un set
de osciladores capaces de actuar como relojes auténomos distribuidos a lo largo de todo el
cuerpo, lo cual contrasta con la organizacidén jerarquica estricta del sistema circadiano de
mamiferos (Bell-Pedersen, et al. 2005).

En Arabidopsis thaliana, inicialmente se demostro que cada célula de la epidermis y
del mesdfilo de la hoja tiene su propio sistema circadiano auténomo y es capaz de sensar luz
de manera independiente (Thain, et al. 2002). Sin embargo, recientemente se ha
descubierto también una estructura jerarquica en la organizacion del sistema circadiano
vegetal, donde existen relojes auténomos en el dpice de los brotes que pueden regular a
distancia la actividad circadiana de los relojes moleculares en las raices. De esta manera, las
células del reloj del apice podrian funcionar como el SCN de los mamiferos, emitiendo
sefiales que viajan a través de la vasculatura de la planta hasta |la parte inferior de las raices

para sincronizar relojes periféricos distales (Takahashi, et al. 2015).
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Figura 8| Organizacién del sistema circadiano en mamiferos y D. melanogaster. A| En mamiferos,
el sistema circadiano estd organizado de una manera jerarquica y consiste en un oscilador central y
una serie de osciladores secundarios que dependen directamente de éste para ponerse en hora. El
pacemaker central esta localizado en los nicleos supragquiasmaticos (NSQ), un grupo de neuronas
del hipotdlamo que recibe informacién del ciclo luz/oscuridad mediante una proyeccién directa
con la retina (tracto retino-hipotalamico, RHT). Las neuronas del NSQ son sincronizadas mediante
estas sefiales con el ambiente externo y envian sefiales eléctricas y humorales para sincronizar las
fases de otros osciladores locales del cerebro y de relojes periféricos, que se encuentran en otros
organos del cuerpo. Finalmente, el sistema genera como consecuencia ritmos bioldgicos en
diferentes variables tales como metabolismo, secrecion hormonal, expresién génica y sintesis de
proteinas, y otras actividades fisiolégicas. B| A diferencia de lo que ocurre en mamiferos, el
sistema circadiano de D. melanogaster es complejo y menos jerarquico, y consiste en un oscilador
central en el cerebro (detallado en la figura gris) y un conjunto de osciladores periféricos
auténomos ubicados en distintos tejidos del cuerpo, que pueden funcionar como pacemarkers, ya
gue son capaces de sensar luz de manera directa y controlar outputs ritmicos (marcados en
amarillo). Sin embargo, existen algunos pocos osciladores periféricos no auténomos, tales como el
de los oenocitos (marcados en blanco), cuya fase depende directamente del reloj central cerebral,
encargado de regular ritmos de salida tales como la actividad locomotora, la eclosién y la
reproduccion. Muchos otros ritmos circadianos estan bajo el control de relojes periféricos no
cerebrales, tales como la olfacidn, el gusto y la funciéon renal. Finalmente, hay ritmos, tales como la
expresion génica circadiana que pueden ser generados y mantenidos en todos los osciladores de la
mosca. Imagen adaptada de Tomchik y Davis, 2008; Kondratova y Kondratov, 2012.
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Bases moleculares del reloj circadiano

El reloj circadiano es un mecanismo de cronometraje que ha evolucionado para
adaptarse a predecir y anticipar cambios asociados con la rotacién de la Tierra. El sol no sale
ni se pone todos los dias del afio a la misma hora; los dias cortos de invierno tienen un
amanecer tardio, mientras que durante los dias largos de verano el sol asoma muy
temprano. Si el reloj circadiano no fuera flexible para adaptarse a diferentes ambientes o
fotoperiodos, no proveeria a los organismos de una ventaja adaptativa. Sin embargo, los
relojes circadianos han desarrollado mecanismos moleculares sofisticados para reaccionar a
pequefios cambios en el entorno (Peschel y Helfrich-Forster 2011).

A pesar de los origenes filogenéticos diversos y las vastas diferencias en complejidad
entre las especies que muestran ritmicidad circadiana, el mecanismo central de todos los
relojes circadianos estd conformado por al menos un oscilador auténomo interno (Figura 9).
Estos osciladores celulares contienen elementos positivos y negativos que forman un loop de
retroalimentacién a nivel transcripcional y traduccional, que es utilizado para generar
circuitos de 24 horas (TTFL, transcription-translation feedback loop) (Golden y Canales 2003).
Los elementos positivos del loop son factores de transcripcion que se unen a regiones
consenso de ADN en el nicleo y activan la transcripcidn de los llamados “genes del reloj”,
gue codifican los elementos negativos del sistema. Cuando la concentracion de los
elementos negativos alcanza un cierto nivel en el citoplasma de la célula, estos translocan al
nucleo, se unen a los elementos positivos para inhibir su actividad proteica y de esta manera
reprimen su propia sintesis. Aunque en principio solamente un componente en este loop
deberia tener un patron ciclico de expresion, en todos los relojes descriptos hasta ahora
todos los elementos negativos y algunos de los elementos positivos ciclan a nivel de ARN
mensajero y/o proteina. Ademas, la concentracién de los elementos negativos disminuye
gracias a un mecanismo de degradacion por fosforilacidn, lo que lleva a la reactivacion de los
elementos positivos, permitiendo que el ciclo comience de nuevo (Harmer, et al. 2001).

Los elementos negativos también activan la expresion de uno o mas elementos
positivos para formar loops de retroalimentacion interconectados adicionales que son muy
importantes para mantener la estabilidad y la robustez del oscilador. Estos eventos imponen
retrasos temporales dentro del loop de retroalimentacién central, de manera que el ciclo

molecular toma aproximadamente 24 horas en completarse (Bell-Pedersen, et al. 2005).
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Figura 9| La base molecular de los osciladores circadianos esta conservada en distintos organismos.
a| La mayoria de los sistemas circadianos descriptos hasta el momento utilizan un mecanismo
basado en uno o mas osciladores que estin compuestos por elementos positivos y negativos, los
cuales forman un loop de retroalimentacion. En este loop, los elementos positivos activan la
expresion de los genes reloj, los cuales orquestan rio abajo la regulacion de distintos outputs
ritmicos, y ademas codifican a los elementos negativos del ciclo, que se unen e inhiben a las
proteinas de los elementos positivos. La fosforilacion de los elementos negativos lleva a su eventual
degradacion en el citoplasma, permitiendo a los elementos positivos reiniciar el ciclo. Aunque el
mecanismo bdsico es esencialmente el mismo para todos los relojes estudiados, los componentes
moleculares varian entre los distintos organismos. En cada caso, se muestran los elementos positivos
y negativos (+ 6 -} y ejemplos de las actividades fisiolégicas que son cominmente estudiadas en
cronobiologia en cada organismo. b| En cianobacterias como Synechococcus elongatus, el loop esta
conformado por KaiA y KaiC y la produccion ritmica se mide mediante la fusion de los promotores de
genes ritmicos a un gen de luciferasa para supervisar la bioluminiscencia resultante. ¢] En hongos
como Neurospora crassa, los elementos estan conformados por WHITE COLLAR-1 (WC-1), WHITE
COLLAR-2 (WC-2) y FREQUENCY (FRQ), y se determina la ritmicidad en el desarrollo de conidiosporas
asexuales. d| En Drosophila melanogaster, dmCLOCK (CLK) y dmCYCLE (CYC), conforman los
elementos positivos, mientras que dmPERIOD (PER) y dmTIMELESS (TIM) funcionan como elementos
negativos del loop y uno de los ritmos mas estudiados es el de eclosion o aparicion de moscas adultas
de su envoltura pupal durante el desarrollo larval. e-f|] En mamiferos y aves, se encuentran las
respectivas CLOCK (CLK), BMAL1, PERIOD (PER) y CRYPTOCHROME (CRY). En los primeros, se pueden
registrar ritmos de actividad locomotora de un roedor que corre sobre una rueda. En aves, se utiliza
mucho también la determinacién diaria de actividades bioguimicas, tales como las de la hormona
melatonina, que es la molécula sefializadora de la noche para muchos organismos. Adaptado de Bell-
Pedersen, et al. 2005.
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El concepto de funcionamiento general de un reloj bioldgico se puede comparar entonces
directamente con el de cualquier reloj analdgico tradicional. Dentro de un reloj hay
engranajes y resortes que giran y se interconectan, moviéndose a cierta velocidad dentro de
una escala temporal que no tiene necesariamente 24 horas, pero sus movimientos colectivos
nos permiten medir el tiempo diario. Similarmente, el corazén del reloj circadiano es un
oscilador que integra una serie de eventos bioquimicos y modificaciones secuenciales de sus
componentes, para producir un foop temporal de 24 horas. Las conexiones desde los
engranajes hasta las agujas del reloj nos permiten visualizar e interpretar informacién acerca
de la hora del dia. De manera similar, las vias de salida del reloj conectan el oscilador
circadiano con los comportamientos bioldgicos que éste controla. Como en un reloj
mecanico, el reajuste regular es primordial para sincronizar el tiempo bioldgico, menos
preciso que el movimiento de la Tierra sobre su eje, con el tiempo local. Tal como la corona
del reloj permite ajustar la hora hacia adelante o hacia atras, las vias de entradas del reloj
circadiano transmiten la informacién de avance o retrasos de fases desde claves
ambientales, como el amanecer, para reajustar el reloj circadiano (Golden y Canales 2003).

Aunque en principio el mecanismo basico del loop transcripcional-traduccional de
retroalimentacion es considerado el bloque universal de los relojes circadianos (Brown, et al.
2012) y es necesario para generar y mantener los ritmos, el reloj tiene ademas otros niveles
de complejidad. Algunos de los ejemplos son las regulaciones postranscripcionales, tales
como el splicing alternativo y el control de la estabilidad de los ARNm, controles
traduccionales, modificaciones postraduccionales, estabilidad proteica y degradacién,
remodelacién de la cromatina y regulacién de la localizacion intracelular. Estos procesos
colectivamente aseguran la periodicidad precisa del reloj, generando pequefios retrasos en
los ciclos para que se ajusten aun mas a las 24 horas, manteniendo la robustez en la
amplitud de los ciclos de transcripcion de los componentes centrales que controlan las
salidas fisiolégicas y amortiguando el sistema contra cambios abruptos en el ambiente.
Ademas, estos mecanismos adicionales de control permiten que el reloj sea reajustado por
claves ambientales (Harmer, et al. 2001).

De manera muy simplificada, en mamiferos los elementos positivos estan
representados por los factores de transcripcién CLOCK y BMAL1, los cuales forman durante
el dia un heterodimero que se une a elementos llamados E-box en los promotores de los

elementos negativos, para activar su transcripcion. PER y CRY se traducen y luego se
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acumulan en el citoplasma y cuando la concentracién es suficientemente alta, ambas
proteinas se unen formando homo o heterodimeros (PER/PER, PER/CRY) que son capaces de
translocar de nuevo al ntcleo durante el anochecer e inhibir la actividad de CLOCK/BMAL1,
reprimiendo de esta manera su propia sintesis. Asimismo, CLOCK/BMAL1 también activan la
transcripcidon de muchos otros genes controlados por el reloj (ccg, de clock controlled genes)
generando de esta manera oscilaciones diarias en la cantidad de ARNm y por lo tanto ritmos
bioldgicos en distintas variables fisioldgicas. Diversos eventos postranscripcionales ajustan
finamente la maquinaria circadiana molecular (Harmer, et al. 2001; Brown, et al. 2012). Por
ejemplo, las caseina quinasas 1 epsilon (CK1e) y delta (CK18) cumplen tres roles: 1) marcan
mondémeros de PER para su degradacién; 2) ayudan a traslocar a los dimeros PER/PER y
PER/CRY al nucleo; y 3) marcan también a los dimeros para su degradacion por fosforilacion

una vez que han cumplido su rol represor (Ko y Takahashi 2006) (Figura 10).
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Figura 10| Modelo del mecanismo molecular del reloj circadiano de mamiferos. Al menos dos loops
de retroalimentacién interconectados estdn involucrados en la generacién de los ritmos: un loop
autoregulatorio negativo de CRY y PER sobre sus propios genes (a través de la inhibicion del activador
transcripcional CLOCK/BMAL1), vy un efecto positivo de PER2 sobre la expresion de bmall. CK1ge/6
regulan la estabilidad y la translocacion nuclear de PER. CLOCK/BMAL1 también regulan a los ccg y
estos a todos los ritmos bioldgicos circadianos. Adaptado de Cermakian y Sassone-Corsi, 2000.
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En Drosophila, el proceso es muy similar pero con algunas diferencias en sus
componentes. Los elementos positivos CLOCK y CYCLE forman un heterodimero que activa
la transcripcion de PER y TIM, y de muchos otros genes controlados por el reloj. Los
elementos negativos PER y TIM son capaces de formar el heterodimero PER/TIM y de inhibir
la actividad de los elementos positivos traslocando al nucleo. Sin embargo, en este caso, CRY
- que es un elemento negativo para los mamiferos - actta principalmente como un
fotorreceptor, uniéndose al heterodimero PER/TIM durante el dia y mediando la
degradacion de TIM dependiente de la luz (Ceriani, et al. 1999). Por otro lado, en moscas,
PER/TIM regula positivamente la expresion de clock solo, mientras que en mamiferos
también existe un mecanismo similar, donde PER2 monomeérico activa la transcripcién de
bmall. De esta manera, los genes clock en Drosophila y bmall en mamiferos oscilan en
antifase con los genes per (Cermakian y Sassone-Corsi 2000).

El homdlogo de CKle en las moscas, DOUBLETIME, es el encargado de marcar a los
mondmeros de PER en el citoplasma. Al comienzo del dia, CRY es activado e induce la
degradacién de TIMELESS en los dimeros PER/TIM, mientras que DBT induce la degradacion
de PER mediante fosforilaciéon (Claridge-Chang, et al. 2001) (Figura 11).
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Figura 11] Modelo del mecanismo molecular del reloj circadiano de Drosophila melanogaster. Al
menos dos loops de retroalimentacion interconectados estan involucrados: un loop autoregulatorio
negativo de TIM y PER sobre sus propios genes (a través de la inhibicion del activador transcripcional
CLOCK/CYCLE), y un efecto positivo de estas proteinas sobre la expresién de clock. CRY y DBT regulan
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la estahilidad de TIM y PER, respectivamente. CLOCK/CYCLE también regulan a los ccg y estos a todos
los ritmos bioldgicos circadianos. Adaptado de Cermakian y Sassone-Corsi, 2000.
Como se dijo anteriormente, un prerrequisito esencial para obtener oscilaciones en

este /oop de retroalimentacion transcripcional-traduccional negativo es la vida media corta
de los ARN y/o las proteinas del oscilador central. Para que esto se pueda llevar a cabo, los
mecanismos de degradacion juegan un papel crucial para asegurar que los componentes se
eliminen rapido después de cierto tiempo. En este sentido, se ha descripto un rol dominante
para la caseina quinasa 1 (CK1) en mamiferos (Lee, et al. 2009), Drosophila melanogaster
(Kloss, et al. 1998; Price, et al. 1998), Neurospora crassa (Querfurth, et al. 2011) vy
Ostreococcus tauri (van Ooijen, et al. 2013), aun cuando las proteinas target de CK1 no son
conservadas. Mutantes de este gen tienen como consecuencia ritmos de actividad
locomotora con periodos anormales.

La transcripcion ritmica parece ser la base del funcionamiento de los osciladores
circadianos en la mayoria de los organismos; sin embargo, no es un requerimiento universal.
Estudios recientes demuestran que las regulaciones postraduccionales juegan un rol critico
en el funcionamiento del reloj molecular tanto en procariotas como en eucariotas.

Por ejemplo, en la cianobateria Synechococcus elongatus las oscilaciones en la
abundancia de las proteinas del reloj podrian no ser esenciales, incluso para la ritmicidad
circadiana basica (Bell-Pedersen, et al. 2005). En este organismo, los genes kaiA y kaiC
actian como elementos positivos y negativos del loop traduccional-transcripcional,
respectivamente. En presencia de luz KAl A interactia con KAl C, lo que estimula la
autofosforilacién y la formacién de un hexamero de KAl C. Al atardecer, KAl B se une al
complejo hexamérico de KAl C con KAl A para inhibir la activacion de fosforilacién mediada
por KAl A y finalmente el ciclo termina a media mafiana con la disociacidon de todos los
componentes (Figura 12). En un comienzo se pensaba que la fosforilacion circadiana de KAI C
era estrictamente dependiente de la transcripcién de novo de ARNm de KAl B y KAI C . Sin
embargo, se demostro recientemente que la fosforilacién-desforforilacién circadiana de KAl
C persiste incluso en ausencia de transcripcion o traduccién en las cianobacterias, bajo
oscuridad constante o en ausencia de nutrientes, gracias a un mecanismo regulatorio
postraduccional interconectado con el TTFL que funciona como un proceso de “memoria de
tiempo” para asegurar la robustez del reloj en Synechococcus. En este caso, la propia

capacidad de autofosforilacion y desfosforilacion de la proteina KAIC es suficiente para
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sostener el circuito oscilatorio minimo bajo condiciones especificas del ambiente (Tomita, et

al. 2005).

Figura 12| Modelo del mecanismo molecular del reloj circadiano de Synechococcus elongatus. La
Informacién del medio ambiente, como la luz y la temperatura, se transduce desde la proteina
quinasa de histidina, CikA, a su regulador de la respuesta CikR (1). Esta entrada probablemente
continta a través una via de transduccion de sefiales que conduce a la proteina receptora de amino-
terminal de KaiA. La interaccion entre KaiA y KaiC estimula la autofosforilacion de KaiC y la formacion
de un estado hexamérico (2). En la tarde, SasA se une al complejo KaiA / KaiC y KaiC estimula la
autofosforilacion del SasA, quien transfiere su grupo fosfato una proteina aln no identificada (3).
SasR, asi como otras proteinas en la via de salida, transducen la informacién temporal desde el
oscilador a todo el genoma. Mientras tanto, KaiB se une a KaiC al final de la noche para anular el
efecto positivo de KaiA en KaiC. A media mafiana, el complejo se disocia en sus componentes (4). Los
cambios conformacionales de KaiA y SasA que puedan ocurrir como resultado de la transduccion de
sefiales estan representados por cambios de forma en este modelo.

Adaptado de Golden y Canales, 2003,

De manera similar, se ha demostrado la existencia de mecanismos de regulacion
postraduccionales a nivel del estado redox de ciertas proteinas en eucariotas, capaces de
seguir funcionando incluso en ausencia de actividad transcripcional o transduccional (O'Neill
y Reddy 2011; O'Neill, et al. 2011). En el alga unicelular eucariota Ostreococcus tauri, por
ejemplo, existe un reloj basado en un TTFL minimo, que es muy similar al de las plantas, y
consiste en un loop de retroalimentacién negativa central que involucra la expresidn en la
mafiana de CCAl y durante el atardecer de genes TOC1. Aunque normalmente el TTFL
funciona en conjunto con mecanismos postraduccionales para llevar a cabo un control fino

del reloj, existe una proteina muy conservada denominada peroxirredoxina, que es capaz de
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alternar entre un estado oxidado y otro reducido, incluso en ausencia de transcripcion
funcional en el alga. Esta proteina esta muy conservada entre géneros muy diversos tales
como mamiferos (Mus musculus), plantas (Arabidopsis taliana), cianobacterias
(Synechococcus elongatus), algas (Ostreococcus tauri), levaduras (Saccharomyces cerevisiae),
hongos (Neurospora crassa), moscas (Drosophila melanogaster), nematodos (Caenorhabditis
elegans) y humanos. Dado que ademas se han encontrado ciclos de oxidacién diarios en las
peroxirredoxinas de todos estos organismos, actualmente esta molécula es considerada un
marcador universal de ritmos circadianos, lo que lleva a pensar en un origen ancestral

comun del reloj en todos los organismos del planeta (Edgar, et al. 2012).

Caenorhabitis elegans: un modelo en desarrollo para cronobiologia

Hasta ahora, se han descripto a lo largo de la introduccion los fundamentos basicos
del reloj circadiano a nivel molecular, las claves ambientales que funcionan como vias de
entrada hacia el reloj y la gran versatilidad en las variables de salida que se utilizan para
estudiar comportamientos circadianos en los distintos organismos modelo ampliamente
empleados en cronobiologia. Sin embargo, no se menciond dentro de esta categoria a
nuestro organismo de estudio, el nematodo Caenorhabitis elegans. Y no se trata de una
cuestion de organizacion del texto, sino que se fundamenta en el mero hecho de que éste
aln no esta establecido como organismo modelo para el estudio de ritmos biolégicos y de
hecho hay muy pocos laboratorios a nivel mundial que se dedican a intentar comprender
como funciona el reloj en este nematodo. Si bien C. elegans es un organismo modelo y uno
de los mas estudiados en muchas dreas de investigacion tales como desarrollo, genética,
envejecimiento y neurociencias, la cronobiologia en el nematodo comenzd mucho mas tarde
temporalmente que en otros organismos (los primeros registros datan del 2002), y recién
estd dando sus primeros pasos. Para intentar comprender porqué se tardé tanto tiempo en
estudiar los ritmos en este organismo que ofrece innumerables ventajas y cuales fueron las
razones que llevaron a los primeros fracasos en el area, se describird primero algo acerca de
la morfologia, ciclo de vida y ecologia, para después ahondar mas sobre las bases del sistema

nervioso y sobre los registros de ritmos circadianos que se conocen hasta la fecha.
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Caenorhabditis elegans es un pequefio nematodo redondo de vida libre que alcanza 1
mm de largo en estadio adulto (Figura 13), cuyo habitat esta siempre asociado al suelo y
presenta dos dimorfismos sexuales: macho y hermafrodita.

En el laboratorio, los animales se crecen normalmente en placas de Petri con un
medo sélido (NGM) y se alimentan con una patina de la bacteria Escherichia coli (las cepas
mas utilizadas son la OP50 y la HB101). En las placas, son facilmente observables con lupa o
microscopio de bajo aumento, de manera que no se requiere gran equipamiento para su
estudio. Cuando los animales se comen todas las bacterias disponibles, comienzan a utilizar
sus reservas de grasa y se produce un arresto del desarrollo larval (llamado larva dauer). Se
pueden mantener en estas placas hasta por 4 meses a 15°C sin afiadirles comida, ya que los
dauer son altamente resistentes, por lo que los stocks no requieren alimentacién constante.
Cuando se necesitan animales saludables y metabdlicamente activos, un trozo de agar de
esta placa vieja se transfiere a una nueva placa con bacterias. De esta manera los animales
salen del trozo de agar a explorar la nueva monocapa y se reinicia el desarrollo. A causa de
gue normalmente los nematodos se encuentran en estado hermafrodita, el cual es capaz de

autofertilizarse, un Gnico nematodo puede dar lugar a una poblacién completa.
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Figura 13| Distintas representaciones del organismo modelo C. elegans. A| Representacién
esquematica y foto de microscopia real de Nomarski (DIC) de un adulto hermafrodita N2 (wild-type)
con su morfologia habitual. Se muestran sefialadas las partes mas relevantes de su anatomia. B
Placa de Petri con medio de cultivo NGM normalmente utilizado para el crecimiento de los
nematodos con una patina de Escherichia coli en el centro. A la derecha se muestra una foto de
microscopia representativa de la observacion con un aumento de 10X de una placa que contiene
nematodos de la cepa N2 en estadio adulto, embriones y diversos estadios larvales. Barra de escala:
0,1 mm. Adaptada de Corsi, 2015.

El rango de temperatura de crecimiento varia desde los 12 a los 25°C, con un Qi de
crecimiento de aproximadamente 2 (es decir, un aumento de 10°C provoca una duplicacion
en el nimero de nematodos). La variacién de temperatura es una estrategia muy utilizada
para controlar entonces la tasa de desarrollo y es muy Util también para el aislamiento y
utilizacion de mutantes sensibles a temperatura. Ademas, es posible sincronizar el estadio
de desarrollo de toda una poblacién tratando a los adultos llenos de embriones con una
solucién de cloro e hidroxido de sodio, la cual rompe la cuticula de los adultos pero no la de
los embriones que son altamente resistentes, permitiendo de esta manera extraer los
huevos sin causarles ningun efecto nocivo.

A lo largo de su vida, C. elegans atraviesa 4 estadios larvales y un estadio adulto. Una
vez puestos los huevos (estadio de gastrula, alrededor de 30 células), los nematodos
eclosionan a larvas L1 y luego pasan por los estadios larvales L2, L3 y L4, hasta que se
convierten en gusanos adultos, desarrollo que es directamente dependiente de la
temperatura (4,5 dias a 15°C, 2,5 dias a 20°C y 1,5 dias a 259°C). Después de
aproximadamente 3-4 semanas los adultos mueren, mostrando claros signos de
envejecimiento. Cada cambio de estadio larval o muda estd marcado por un cambio de
cuticula (Cassada y Russell 1975). El ciclo de vida de C. elegans depende no sdlo de la
temperatura, sino también de las condiciones del medio de cultivo. Hacia el final del estadio
L2, si las condiciones del medio son desfavorables los nematodos entran en el estadio larval
alternativo o dauer. Algunos factores del medio ambiente tales como la sobrepoblacidn
(sensado a través de feromonas), ausencia de comida o altas temperaturas, disparan la
formacion de un estadio larval intermedio, L2d, que es morfolégicamente diferente al
estadio L2. La larva L2d tiene el potencial de transformarse en dauer o en larva L3
dependiendo de la persistencia de las sefiales desfavorables del medio ambiente (Riddle
1997). Una vez que las condiciones ambientales son nuevamente dptimas, pueden continuar

su desarrollo, pasando al estadio de larva L4 directamente (Figura 14).
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Entre las numerosas ventajas que posee como C. elegans como organismo modelo se
pueden nombrar (Wood 1988; Riddle 1997; Kiontke y Sudhaus 2006):

e Pequefio tamafio, por lo que se pueden crecer en espacios reducidos sin mayores
exigencias (caben alrededor de 4000 nematodos en estadio adulto en una placa
de Petri con una patina bacteriana)

¢ Tiempo de generacion corto, de alrededor de 4 dias a 20°C.

e Existen tanto machos como hermafroditas, lo cual es ideal para hacer
cruzamientos facilmente entre cepas mutantes.

e Alta progenie, cada hermafrodita adulto pone alrededor de 300 huevos a lo largo

de su vida.
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Figura 14| Ciclo de vida de C. elegans. La imagen muestra los diferentes estadios del desarrollo de C.
elegans a 22°C. Modificado de Altun y Hall, 2012.

e Bajo costo de mantenimiento: ademas de su pequefio tamafio se alimenta de

bacterias como fuente de comida en el laboratorio.
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e Su genoma fue el primero en secuenciarse completamente y también se conocen
los genomas completos de muchas especies relacionadas.

e La amplia disponibilidad de mutantes existentes, las cuales se encuentran en el
Caenorhabditis Genetics Center (CGC) de Estados Unidos.

* Dos Bibliotecas de ARN de interferencia completas y complementarias contra
todos los genes del genoma disponibles y una facilidad incomparable para realizar
ensayos de ARNi mediante la introduccion del plasmido codificante contra el gen
de interés adentro de las bacterias que luego son el alimento para el nematodo.

¢ Mapa tridimensional neuronal completamente dilucidado, con el conocimiento
de todas las neuronas que componen el sistema nervioso, su posicion y el
interactoma completo, es decir, todas las conexiones existentes entre ellas.

e Supervivencia al congelamiento, por lo que no es necesario mantener
constantemente por repique las cepas generadas sino que se pueden conservar

con criopreservantes a -80°C durante afios en estadio L1.

Ecologia de C. elegans

El género Caenorhabditis es morfolégicamente similar, pero ecolégicamente muy
diverso. Pertenece al phylum Nematoda, el cual es parte del clado Ecdysozoa. Este grupo
contiene organismos cuyo desarrollo atraviesa distintos estadios larvales delimitamos por un
cambio de cuticula o muda (Bourlat, et al. 2008), lo que les da cierta relacion evolutiva con
Drosophila y otros insectos (Kiontke y Sudhaus 2006). Se han aislado 23 especies hasta la
fecha, distribuidas por todo el mundo (América del Norte y del Sur, Hawai, Europa, Asia,
Africa, Japdn y Australia): C. anthobia, C. auriculariae, C. avicola, C. bovis, C. briggsae, C.
drosophilae, C. japonica Kiontke, C. perrieri, C. plicata, C. perrieri, C. plicata, C. plicata, C.
remanei, C. sonorae; Caenorhabditis n. sp. 1 (SB341), Caenorhabditis n. sp. 2 (DF5070),
Caenorhabditis n. sp. 3 (PS1010, RGD1, RGD2), Caenorhabditis n. sp. 4 (CB5161, LKC28,
SB129, $B280), Caenorhabditis n. sp. 5 (JU727, SB378), C. clavopapillata, C. craspedocerca, C.
formosana, C. fruticicolae, C. genitalis, C. oncomelaniae y C. elegans (Kiontke y Sudhaus

2006).
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Introduccidon General

C. elegans estd distribuido en todo el mundo, predominantemente en zonas
himedas templadas. Hasta la fecha se tienen registrados 65 aislamientos diferentes de esta
especie en Europa, Africa, Asia, América del Norte y Sur y Australia (Frezal y Felix 2015)

(Figura 16).

Figura 16| Distribucién mundial de C. elegans hasta la fecha. La imagen muestra las diferentes
zonas geograficas donde se han encontrado aislamientos de C. elegans. Las areas sombreadas verdes
muestran zonas donde se han colectado nematodos de esta especie en numerosas ocasiones en el
tiempo. Los puntos verdes indican islas o localizaciones donde C. elegans ha sido encontrado al
menos alguna vez. Los cuadrados amarillos representan dreas donde muchas especies de
Caenorhaditis han sido encontradas juntas, y donde C. elegans estd presente pero no es la poblacion
mayoritaria. Las zonas sombreadas en rojo y los cuadrados rosas corresponden a lugares donde C.
elegans nunca fue hallazo, a pesar de los numerosos muestreos llevados a cabo y del aislamiento de
otras especies del género Caenorhaditis. El resto de las dreas en blanco nunca fueron muestreadas
para la busqueda del nematodo. Imagen tomada de Frezal y Felix, 2015.

El nombre Caenorhabditis elegans es una mezcla de griego y latin (Caeno, reciente;
rhabditis, varilla; elegans, agradable). Existen dos cepas de importancia histdrica por su uso
en laboratorio: Bergerac, que fue aislada del suelo en Francia por Victor Nigon de la
Universidad de Lyon en 1949, y Bristol - mas conocida como N2 - que se aisld por L.N.
Staniland (Servicio Nacional de Asesoramiento Agricola, Londres) de compost de champifion,
cerca de Bristol, Inglaterra, en 1995 (Riddle 1997). La cepa de referencia y de uso rutinario
en el laboratorio en la actualidad es la N2. Ellsworth Dougherty comenzé a trabajar por
primera vez con esta cepa en el Instituto de Investigacion de la Fundacion Kaiser en

Richmond, California. Posteriormente, en 1962, se trasladé al Departamento de Ciencias de
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la Nutricién de la Universidad de California, en Berkeley, donde desarrolld los primeros
estudios sobre requerimientos nutricionales y cultivos axénicos de la especie. Dado que esta
cepa fue cultivada en condiciones de laboratorio en placa de agar con bacterias por muchos
afos hasta que fue congelada por primera vez, es considerada una cepa “domesticada” o de
“laboratorio”. Un subcultivo independiente del aislamiento original fue mantenido en
condiciones axénicas en medio liquido con suplementos quimicos definidos desde 1959, lo
que dio lugar a una divergencia entre ambos subgrupos por la acumulaciéon de numerosas
mutaciones que generaron también diferencias fenotipicas. Con el tiempo, fue el cientifico
Sydney Brenner, destacado bidlogo sudafricano, quien continué en Cambridge con los
estudios del desarrollo embrionario sobre la cepa N2 que obtuvo de Ellsworth Dougherty en
1964 y quien finalmente convirtid al organismo en un modelo ampliamente utilizado para
estudios en neurociencias (Riddle 1997).

A pesar de ser un organismo ampliamente utilizado en el laboratorio, la Unica
informacidn disponible sobre la historia natural de C. elegans proviene de los aislamientos.
Desde el 2000 en adelante, esto comenzé a cambiar cuando algunos investigadores se
embarcaron en un proyecto extenso de muestreo de cepas salvajes y estudio de la ecologia
del nematodo, motivados por querer posicionarlo como un organismo modelo para la
biologia evolutiva y la ecologia, lo que también podria aprovechar las herramientas y los
conocimientos ya adquiridos para esta especie. Asimismo, la exploracion de la historia
natural de C. elegans puede proporcionar un contexto para desarrollar ain mas la
investigacion bioldgica basica llevada a cabo con este organismo, tales como estudios de su

genoma, el desarrollo, comportamiento y el sistema inmunoldgico (Frezal y Felix 2015).

Patina de
E. coli
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aislamiento de individuos
en placas frescas

Figura 17| Aislamientos de nematodos de su habitat natural. En la figura se observan placas de Petri
con restos de muestras (A) de frutas en descomposicién (B) y de suelo (C) de donde salen nematodos
salvajes hacia la pétina de E. coli que se siembra en el centro de la placa (D). Generalmente se aislan
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de esta manera nematodos en estadio dauer. Las flechas muestran nematodos recientemente salidos
de la muestra. Adaptado de Barriére y Félix, 2006.

Aungue a menudo es caracterizado erréneamente como un nematodo del suelo, ya
que las primeras cepas salvajes fueron aisladas principalmente del compost de suelos de
varias regiones del mundo, en afios recientes se han encontrado nematodos de distintos
estadios en forma rutinaria en abono de suelo, frutas en descomposicion caidas de los
arboles y tallos de plantas, y solo rara vez en suelo directo (Felix y Braendle 2010; Blaxter y
Denver 2012; Frezal y Felix 2015). Su hallazgo en el compost se cree en la actualidad que
estd relacionado mads con su forma de alimentacién, que estd basada principalmente en
bacterias muy abundantes en el suelo. En realidad, solo se encuentra en sus formas larvales
activas en frutas podridas y tallos, mientras que en el suelo generalmente se encuentra en su
forma de dauer, que por su mayor resistencia es el estadio clasico de dispersién. Estas larvas
muestran ademas comportamientos muy extrafios, tales como el denominado nictante
(nictation), durante el cual se apoyan sobre la cola agitando su cuerpo en el aire de un lado a
otro (Lee, et al. 2012). Se piensa que esta actividad ayuda a que las larvas hambreadas
entren en contacto con huéspedes tales como milpiés, caracoles y babosas (Kiontke y
Sudhaus 2006), y de esta manera se puedan dispersar rapidamente para encontrar a una
nueva fuente de alimento. Como otros organismos modelo, C. elegans se encuentra
parcialmente asociado con actividades humanas (cultivos de frutas, tallos de hortalizas y
compost) pero también se halla cominmente en lugares mas salvajes, como el bosque, y se
hipotetiza que nuevos tipos de habitats y localizaciones geograficas quedan todavia por
descubrirse (Frezal y Felix 2015).

Por otro lado, aunque C. elegans crece perfectamente bien alimentandose de E. coli,
esta no es su fuente natural de nutrientes y se conoce muy poco acerca de la dieta en su
habitat natural. Se han aislado distintas especies de bacterias coexistiendo con C. elegans a
partir de compost de hongos y entre ellas, cultivos monogénicos de 5 de estas especies
(géneros Acinetobacter, Enterobacter, Pseudomonas y Serratia) fueron capaces de sostener
el crecimiento y reproduccion de los nematodos por varias generaciones. Especies del
género Bacillus son capaces de mantener el crecimiento, pero no la reproduccion, y mezclas
heterogéneas de Bacillus cereus y Pseudomonas sp. son capaces de sostener ambas, pero
resultan en menores densidades poblacionales que los cultivos monogénicos. También se ha

observado que C. elegans es capaz de alimentarse de amebas y moho mucilaginoso (Kessin,
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et al. 1996). La capacidad reproductiva y el metabolismo de C. elegans varian ampliamente
con la fuente de comida disponible, por lo que es necesario controlar estos factores en el

laboratorio durante la realizacion de experimentos (Grewal 1991).

El sistema nervioso de C. elegans

El sistema nervioso es el mas complejo de C. elegans. Aproximadamente un tercio de
las células de este organismo son neuronas (302 de un total de 959 células, en los
hermafroditas). Veinte de estas neuronas estan situadas dentro de la faringe; el resto de las
282 neuronas estan localizadas en el anillo nervioso de la cabeza, el ganglio de la cola, y
también a lo largo del corddn ventral, que constituye el principal tracto axénico longitudinal
(Figura 18). La mayoria de las neuronas se desarrollan durante la embriogénesis, con la
excepcion de 80 neuronas (principalmente motoneuronas) que se desarrollan pos-
embrionariamente. La estructura del sistema nervioso ha sido descrita con un detalle sin
precedentes mediante la reconstruccién por medio de microscopias electrénicas (White, et
al. 1976). Las neuronas de la cabeza estan organizadas en un numero de ganglios alrededor
de la faringe, formando el “cerebro” del animal. Existen 68 neuronas sensoriales, capaces de
detectar varios compuestos quimicos solubles y volatiles (Ward, et al. 1975; Yu, et al. 1997;
Wes y Bargmann 2001; Bargmann 2006; Bretscher, et al. 2011), estimulos mecdanicos
(Syntichaki y Tavernarakis 2004; O'Hagan y Chalfie 2006), temperatura (Mori y Ohshima
1995; Kimura, et al. 2004; Kimata, et al. 2012), luz (Edwards, et al. 2008; Ward, et al. 2008;
Liu, et al. 2010) y, segun lo descubierto recientemente, campos magnéticos (Vidal-Gadea, et
al. 2015). Estas neuronas sensoriales mandan dendritas a la punta de la nariz, que posee
varias estructuras sensoriales. Los axones sensoriales se unen a un gran haz axonal, el anillo
nervioso, donde hacen sinapsis con las interneuronas. Algunas de estas interneuronas, a su
vez, mandan largos axones a través del corddn ventral que corre a lo largo del animal. Las
interneuronas que comandan el circuito motor se conectan a las motoneuronas localizadas
en el corddn ventral, y éstas se conectan a las células musculares permitiendo que los
nematodos respondan a las entradas sensoriales cambiando sus patrones de movimiento.
Dada la geometria del nematodo, las neuronas estdn organizados de a pares, de manera que
cada una tiene sus contrapartes derecha e izquierda (Sulston, et al. 1975; Albertson y

Thomson 1976; White, et al. 1976; Sulston y Horvitz 1977; Lewis, et al. 1980; Sulston, et al.
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1983; White JG 1986; Mclintire, et al. 1993a; Mclintire, et al. 1993b; Nguyen, et al. 1995;
Rankin 2002; Hobert 2003).

nill rvi ¢
antlio ’Te vioso cordon dorsal

_

ganglip dela c‘abeza ganglio
(cerebro) corddn ventral de la cola

Figura 19]|. Sistema nervioso de C. elegans. Nematodo hermafrodita adulto que porta el marcador
punc-119::gfp, el cual dirige la expresion de gfp en todas las neuronas. Imagen adaptada de:
http://www sfu.ca/biology/faculty/hutter/hutterlab/research/Ce_nervous_system.html.

Sydney Brenner y sus colegas de la Universidad de Cambridge completaron el primer
borrador del conectoma de C. elegans en 1986 (White, et al. 1986). En primer lugar, se
pudieron etiquetar cada una de las 302 neuronas, ya sea como una neurona sensorial, una
neurona motora que controla los musculos o un interneurona, que conecta las dos. La alta
resolucién de las imagenes de microscopia electronica permitid la identificacién de todas las
sinapsis (alrededor de 5000 sinapsis quimicas, 2000 uniones neuromusculares y casi 500
uniones GAP) y mapear todo el conexionado neuronal (Albertson y Thomson 1976; Sulston y
Horvitz 1977; Sulston, et al. 1983). Con el tiempo, las redes neuronales se fueron puliendo
gracias a la posibilidad de realizar ablacion con rayos laser de neuronas particulares y
observando qué habilidades del nematodo se perdian o retenian. De esta manera se
pudieron categorizar todas las neuronas haciendo referencia al nimero y tipos de
conexiones entre ellas. El diagrama de cableado también permitio a los cientificos identificar
de inmediato cdémo una neurona de interés se vincula a otras neuronas. Esto tiene un gran
impacto para estudios de comportamiento, ya que es posible asociar de manera directa la
afeccion de un tipo particular de neurona con un fenotipo especifico, por ejemplo de
movimiento, y de esta manera volver al mapa neuronal para observar qué tipo de
interacciones tiene la neurona afectada con otras neuronas de la red. Esto permitio, por
ejemplo, identificar un grupo particular de interneuronas que median el movimiento hacia
adelante y otro set exclusivo para el retroceso, lo cual se confirmd por estudios de ablacion

laser. Con las mejoras tecnoldgicas del siglo XXI, los investigadores continuaron utilizando el
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conectoma de C. elegans para estudiar el sistema nervioso del nematodo y el
comportamiento. Combinando herramientas genéticas con registros de actividad eléctrica,
el conectoma ha ayudado a entender como C. elegans responde a la temperatura, a
compuestos quimicos y la estimulacion mecdanica, asi como también cdmo se lleva a cabo la
copula y la puesta de huevos, comportamientos que ya fueron completamente mapeados a
nivel de redes neuronales. Los cientificos también han utilizado el conectoma para descubrir
talentos ocultos que el nematodo poseia: por ejemplo, la capacidad sorprendente de sensar
luz (Edwards, et al. 2008), en un organismo que vive en la tierra y no posee gjos, o la
interesante capacidad de sensar campos magnéticos (Vidal-Gadea, et al. 2015), antes
mencionadas.

En la actualidad, se conoce el conectoma completo del hermafrodita (Varshney, et al.
2011) y del macho adulto (Jarrell, et al. 2012), tanto a nivel de los tipos neuronales que lo
componen como de las conexiones entre las distintas neuronas y la fuerza de esas sinapsis.
El analisis de las fuerzas sindpticas en el conectoma es esencial para entender conceptos
basicos del desarrollo neuronal. Hoy en dia se sabe, por ejemplo, que pares homdlogos de
neuronas en cada lado del cuerpo del nematodo forman conexiones fuertes y débiles muy

similares, y que incluso las conexiones débiles no son totalmente aleatorias (Figura 19).
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Figura 19| Conectoma de C. elegans. A| Diagrama de conexiones del sistema nervioso de C. elegans,
representando la red de neuronas identificadas y etiquetadas por sus nombres en inglés, conectadas
por sinapsis eléctricas y quimicas. En rojo se muestran las neuronas sensoriales, en azul las
interneuronas y en verde las neuronas motoras. En esta forma de representacion, la red estd
construida segun el flujo de sefiales entre las neuronas, dispuestas de modo tal que la direccion de
las sinapsis estd dada hacia abajo. Tomada de http://www.wormatlas.org/neuronalwiring.html.
B| Modelo 3D del conectoma de C. elegans construido por el “OpenWorm Project”. Se trata de un
modelo generado por computadora utilizando una herramienta estdndar para la descripcion de
modelos computacionales de las neuronas y redes. Los puntos representan los somas de las
neuronas mientras que las lineas largas representan axones y dendritas. Este modelo es un trabajo
en progreso, y representa el primer modelo de compartimentos multiples completo de la red de un
organismo entero, pero aun carece de la caracterizacion de las propiedades biofisicas de las
neuronas. Los esfuerzos actuales se dirigen hacia la integracion de las sinapsis en el modelo, el cual
puede ser encontrado y explorado en 3D a través de “Open Source Brain” online, y permite a los
cientificos conocer facilmente las propiedades de las neuronas y navegar a través de sus conexiones
simplemente haciendo clic sobre ellas. Imagen tomada de http://www.openworm.org/science.html.
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Antecedentes de estudios de ritmos circadianos en C. elegans

Como se describio previamente, C. elegans es un organismo modelo ampliamente
utilizado en diversas areas de investigacion, pero sélo en afos recientes ha surgido como un
potencial modelo en cronobiologia. Su corto periodo de vida, su facil manipulacion y cultivo
y su genoma secuenciado, son algunas de las caracteristicas que hacen de este nematodo un
modelo ideal de estudio para interacciones entre genes y comportamiento.

Cuando se trabaja con C. elegans y se puede vivenciar diariamente la cantidad de
cosas a nivel de genética y de comportamiento que se pueden realizar con este organismo
de manera tan simple, ain con recursos limitados, y en tiempos tan cortos, resulta dificil
imaginarse como pueden haber pasado tantos afios hasta que aparecieron los primeros
reportes de estudios de ritmos circadianos en el modelo. También resulta muy llamativo que
desde la primera publicacién cientifica de la que se tiene conocimiento sobre ritmos en C.
elegans que data de 1987, pasaran 15 afios hasta que el tema volviera a captar la atencidn
de algunos, pero aln pocos, cronobidlogos. Quizds la explicacion subyace un poco
justamente en este primer acercamiento al estudio los ritmos en el nematodo, el cual
aclamaba lisa y llanamente: “Failure to Find Circadian Rythms in C. elegans”, y fue publicado
como resumen online en la Worm Breeder's Gazette, un sitio que publica articulos breves
sobre nuevos descubrimientos de interés para la comunidad de C. elegans
(http://www.wormbook.org/wli/wbg10.2p38/). Basicamente, el resumen era un listado de
fracasos en la busqueda de ritmos de cualquier clase, como en actividad, consumo de
oxigeno y metabolismo en general, sensibilidad a gradientes de temperatura bajo ciclos de
luz/oscuridad, etc, y los adjetivos inconcluso, dificultoso, arduo, variable y marginalmente
respetable, denotan que no se trataba de una tarea muy fécil de realizar, ni de un modelo
muy ameno en primera instancia para el estudio de ritmos biolégicos. Quizas un poco por
temor y otro poco porque de verdad la cosa no era tan facil como parecia, recién en 2002
aparecieron en simultaneo los dos primeros estudios que demostraron la existencia de un
reloj endégeno en C. elegans, en los cuales se caracterizaron dos comportamientos
circadianos: velocidad de nado y resistencia a estrés osmotico (Kippert, et al. 2002; Saigusa,
et al. 2002). Desde entonces, diferentes ritmos diarios y circadianos han sido caracterizados

en este nematodo en numerosas variables fisiolégicas (Figura 20).
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Figura 20| Ejemplos de ritmos circadianos descriptos en C. elegans. Entre las variables circadianas
gue se han estudiado en el nematodo se encuentras los ritmos de actividad locomotora en medio
liguido de adultos bajo ciclos de luz-oscuridad, que permitieron encontrar la funcion de algunos
genes tales como pdf-1 (Herrero, et al. 2015). También se han descripto ritmos circadianos en el
estado de oxidacion de la proteina peroxirredoxina (PRX-2) involucrada en la detoxificacion celular y
en la sefializacién redox(Olmedo, et al. 2015); ritmos metabdlicos tales como en bombeo de la
faringe a lo largo del dia {Migliori, et al. 2012); ritmos de resistencia a diferentes tipos de estrés,
como bidticos y abidticos (Kippert, et al. 2002); ritmos en actividad enzimética, tales como el hallado
en las enzimas del sistema redox catalasa y la superdxido dismutasa (resultados no publicados del
laboratorio) y ritmos en la produccién de hormonas, tales como la melatonina, una molécula de gran
relevancia en cronobiologia (Migliori, et al. 2012). También se han descubierto ritmos en
comportamientos olfatorios a distintos alcoholes como el 1-octanol bajo ciclos de temperatura
(Olmedo, et al. 2012). Y finalmente, existe un estudio high-throughput de expresién génica que
identificod transcriptos ritmicos en condiciones de entrenamiento y constantes bajo ciclos de luz-
oscuridad y temperatura van der Linden, et al. 2010.

Desde los inicios, existio siempre el interés por analizar si los nematodos eran mas
activos durante alguna fase del dia, lo cual dio lugar a la continuacién de los estudios de
actividad locomotora, ya sea a través del registro del movimiento de nematodos adultos en

medio liquido dentro de un well atravesado por un haz infrarrojo (Simonetta y Golombek
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2007; Simonetta, et al. 2009) o bien por medio de videos en tiempo real de nematodos
moviéndose libremente en placas de agar (Winbush, et al. 2015). Por otro lado, también se
siguid profundizando en la idea inicial de un sistema de defensa y de resistencia que
estuviera bajo el control de un reloj enddgeno, ya que al tratarse de un nematodo asociado
con el suelo seguramente existirian muchos tipos de estrés redox biéticos y abiéticos con los
cuales deberia enfrentarse. Esto llevo al hallazgo de una tolerancia variable a lo largo del dia
a estrés osmatico y oxidativo (Simonetta, et al. 2008) y a una capacidad de defensa regulada
también por un reloj enddgeno frente a Pseudomonas (Romanowski, et al. 2011). De la
mano con los hallazgos de una actividad ritmica también se lograron describir ritmos en
variables metabdlicas, tales como el bombeo faringeo, alimentacion, el consumo de oxigeno
y la defecacién (Migliori, et al. 2011) y en comportamientos de olfacidon (Olmedo, et al.
2012).

Recién en los ultimos afios se empezd a pensar en la idea de un reloj enddgeno que
funcionara de manera homdloga al de los organismos modelo ampliamente estudiados, y
entonces se avanzd hacia la busqueda de posibles mecanismos y de componentes
conservados. Aqui es importante mencionar el hallazgo de ritmos diarios en la produccién de
la hormona melatonina, molécula sefalizadora de la noche en mamiferos (Migliori, et al.
2012) o en la variacion del estado redox de la peroxirredoxina PRX-2 en el nematodo
(Olmedo, et al. 2012), gue como se dijo anteriormente son consideradas en la actualidad un
marcador universal de ritmos circadianos todos los organismos del planeta (Edgar, et al.
2012). También cabe citar el estudio reciente de nuestro laboratorio sobre el rol del gen pdf-
1, homdlogo al codificante para el neuropéptido PDF de D. melanogaster, que al igual que en
la mosca, es importante para la generacidon y entrenamiento de los ritmos de actividad
locomotora bajo ciclos de luz-oscuridad en C. elegans (Herrero, et al. 2015).

Finalmente, también se ha intentado ir en busqueda del reloj molecular del
nematodo, o mas precisamente, de un control jerarquico de todos los outpus ritmicos
descriptos hasta el momento por alguna clase de reloj central previamente descripto,
basado en un mecanismo de TTFL utilizado para generar circuitos de 24 horas en todos los
organismos estudiados hasta ahora, Al respecto, mediante un estudio del perfil de expresion
de todo el genoma por microarrays de poblaciones de nematodos entrenados bajo luz-
oscuridad o ciclos de temperatura, se encontraron cientos de genes ritmicos bajo ambas

condiciones pero con un solapamiento casi nulo entre ambos subgrupos, y sin ninguna
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conexidn aparente que pueda fundamentar la presencia de un Unico reloj central basado en
un TTFL compuesto por elementos homadlogos (van der Linden, et al. 2010). Recientemente,
y con el objetivo de encontrar nuevos genes de interés posiblemente involucrados en la
generacién de los comportamientos ritmicos, en el laboratorio se ha analizado de manera
exhaustiva mediante nuevas técnicas bioinformdticas todas las homologias por
alineamientos de secuencias de proteinas del nematodo y de muchos organismos modelo
tales como mamiferos (Mus musculus), plantas (Arabidopsis taliana), cianobacterias
{Synechococcus elongatus), hongos (Neurospora crassa) y moscas (Drosophila melanogaster)
(Romanowski, et al. 2014) (Figura 21). Si bien surgieron nuevos genes potenciales que no
habian sido previamente tomados en cuenta, aparecieron de nuevo muchos de los genes
gue se habian descripto previamente como homologos a genes reloj en C. elegans, tales
como aha-1, lin-42b/c o tim-1, que muestran diferentes grados de homologias con CLOCK,
PERIOD y TIMELESS, respectivamente (Hasegawa, et al. 2005; Temmerman, et al. 2011;
Romanowski, et al. 2014). Sin embargo, ninguno de estos genes parece tener un patron
ritmico de expresion en el nematodo adulto (van der Linden, et al. 2010; Olmedo, et al.
2012) y por el contrario solo han sido involucrados hasta el momento en funciones de
desarrollo: aha-1 es requerido para dirigir la diferenciacion de neuronas especificas (Qin y
Powell-Coffman 2004), tim-1 participa en la regulacion de la cohesién cromosomal (Chan, et
al. 2003) y lin-42 es un miembro importante de la via heterocrénica, regulando
temporalmente la identidad celular y eventos en la génada, vulva, mioblastos y la
hipodermis (Jeon, et al. 1999; Tennessen, et al. 2006). Aun se desconoce la relacion de estos
genes con la ritmicidad circadiana y, a pesar de su alta homologia con otros genes reloj, no
ha sido posible elucidar si estos genes realmente cumplen una funcion conservada en el

nematodo, redundante con respecto a su funcionalidad ya reportada.
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Figura 21| Proteinas similares encontradas por andlisis bioinformatico entre C. elegans, Mus
musculus y Drosophila melanogaster. La figura muestra las siete proteinas mas conservadas y dos
posibles modelos de funcionamiento del reloj de C. elegans en funcion de lo que se conoce del TTFL
para mamiferos (A) e insectos (B). Imagen adaptada de Romanowski, et al. 2014.

Compilando todos los resultados que se conocen sobre ritmos circadianos en C.
elegans hasta la fecha, es evidente que el nematodo posee un sistema circadiano que
gobierna muchos comportamientos y variables fisioldgicas, pero atin no queda claro como es

la base del funcionamiento de este sistema o cémo se relaciona con el de otros organismos
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estudiados. Sabemos que cientos de genes ciclan de manera diaria y responden a estimulos
ambientales como la luz y la temperatura, pero aun no fue posible establecer la conexion
entre ellos y los outputs ritmicos, v lo que es aun mas atractivo y desafiante, pero algo
desalentador, es que todavia no fuimos capaces de armar el rompecabezas y de hilar todos
los datos de comportamiento y de gendmica con un modelo de reloj funcional, basado en
componentes conservados o novedosos. Parte de la falta de comprension de las bases
molecular del reloj de C. elegans provienen de la ausencia de un método robusto y confiable
para medir ritmos en el nematodo. En este sentido, el objetivo principal del presente trabajo
es desarrollar un método nuevo medir expresion génica in vivo y en tiempo real, basado en
luminiscencia, que pueda ser utilizado para hallar nuevos componentes del reloj central asi
como también mecanismos y propiedades fundamentales de estos ritmos. Finalmente, si el
reportero permitiera obtener oscilaciones robustas, también se plantea la posibilidad de
utilizarlo como herramienta para estudiar como el nematodo sensa luz y temperatura y

como utiliza estos Zeitgebers para la sincronizacién del reloj circadiano.
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Condiciones de cultivo

Los nematodos fueron cultivados en placas de Petri de 15 mm de diametro con
medio NGM agar y un césped de E. coli tal como se describié previamente (Brenner 1974) ,
pero con la cepa HB101. Los nematodos se mantuvieron siempre bajo un ciclo dual de
luz:oscuridad (LO, 0/400 lux) y temperatura caliente:fria (CF, 18.5/20°C, A= 1,5+ 0,125°C) de
12 h: 12 h. La luz y la temperatura son los principales Zeitgebers (o sincronizadores)
descriptos para ritmos circadianos y en este esquema, Zeitgeber time 0 o ZTO (9 am) indica el
momento de encendido de la luz y el inicio del rango de temperatura baja. Asimismo,
Circadian time (CT) hace referencia al horario durante las condiciones constantes o de libre
curso (en este caso, oscuridad constante y temperatura caliente, OO/CC). Las condiciones
féticas y térmicas fueron controladas con una incubadora 1-291PF (INGELAB, Argentina) y la
temperatura fue monitoreada utilizando Termocrones iButton DS1921H-F5 (Maxim
Integrated, Estados Unidos). Tubos fluorescentes 4xPhilips Daylight TL-D 18W/54-765 151
fueron utilizados como fuente de iluminacion (CT = 6200K y CRI = 72 Ra8).

Para poder obtener poblaciones sincronizadas en el mismo estadio larval L4 para los
ensayos, C. elegans adultos fueron pasados a 3 placas de NGM agar con bacterias y se
dejaron crecer las poblaciones durante 3 dias bajo el ciclo LO/FC antes descripto. Cuando las
placas se encontraban llenas de hermafroditas adultos con huevos (durante la mafiana del 4
dia), se sincronizaron mediante el método de cloro (Lewis y Fleming 1995) con el fin de
extraer los huevos. Posteriormente, los embriones se resuspendieron en 3,5 ml de buffer M9
(NaHPOs 42 mM, KH,PO4 22 mM, NaCl 85,5 mM, MgS0; 1 mM), suplementado con
Antibiotico-antimicdtico 1X (Thermo Fisher Scientific) y 10 pg/ml de tobramicina
(Tobrabiotic, Denver Farma) y se dejaron en agitacion durante 24 horas a 50 rpm en un
agitador tipo vaivén (Serie 2014, Decalab, Argentina) bajo las mismas condiciones de LO/FC
(400 lux; 18.5/20°C, A = 1.5°C + 0.252C). A las 10 de la mafiana del siguiente dia (ZT1) las
larvas que eclosionaron de los huevos se transfirieron a nuevas placas de NGM sembradas
con E. coli HB101 (4000 L1s por placa) y se dejaron crecer hasta el estadio L4 por 48 horas en
las mismas condiciones. Al dia siguiente, los nematodos L4 que presentaban mayor
expresion de GFP fueron seleccionados manualmente mediante picado bajo una lupa de
microscopia (SMZ100, Nikon, Estados Unidos) equipada con un sistema de epi-fluorescencia

basado en tecnologia LED (Multi-TK-LED, Tolket, Argentina) para evitar el calentamiento
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sobre la placa. La seleccion de los nematodos transgénicos para los experimentos de
luminiscencia fue realizada en un laboratorio con temperatura constante a 18°C y con luz
blanca de intensidad baja en la lupa de microscopia, con el fin de mimetiza la fase
correspondiente del ciclo de la incubadora (luz ON, 18.5°C). Cada placa fue expuesta solo 15
minutos a la luz azul para prevenir efectos a largo plazo sobre el entrenamiento o la

viabilidad.

Ensayo de luminiscencia con el sistema Juc

En general, los registros de luminiscencia se realizaron en placas de Petri de 35 mm, a
20°C y en oscuridad constante, o en placas multiwell bajo condiciones ciclicas y luego
constantes. En todos los casos, el medio de luminiscencia utilizado como éptimo consistid de
medio de cultivo celular Leibovitz's L-15 sin indicador de pH fenol rojo (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos) supplementado con Antibiético-antimicético 1X (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos), 40 uM de 5-fluoro-2'-deoxiuridina (FUdR) para evitar el
desarrollo de nuevos embriones, 5 mg/ml de colesterol, 10 pg/ml de tobramicina
(Tobrabiotic, Denver Farma, Argentina), 1 mM de D-luciferina (Gold Biotechnology, Estados
Unidos) y 0,05% de Tritdn X-100, para aumentar la permeabilidad de la cuticula al sustrato.

Todos los compuestos no especificados anteriormente fueron adquiridos de Sigma-Aldrich.

Ensayo en placa de Petri bajo O0/CC

Para este ensayo, 8 poblaciones de 100 nematodos L4 crecidas como se describio
anteriormente (cada poblacién fue considerada como una réplica bioldgica independiente, n
= 8) fueron seleccionadas manualmente a ZT10 (19 h) y pasadas a 200 pl de buffer M9 como
se describio previamente mediante picado bajo lupa de fluorescencia. Los nematodos se
lavaron dos veces con M9 para remover todas las trazas de bacterias y se transfirieron a
placas de Petri de 35 mm (Greiner Cellstar, Estados Unidos) con 1 ml de medio de
luminiscencia, que fueron selladas con silicona (SYLGARD-184-DOWC, Estados Unidos) para
evitar la evaporacion y la contaminacion del medio de cultivo. Posteriormente, las placas
fueron dejadas durante 3 dias mas bajo el ciclo LO/FC /18,5/20°C) para reforzar el
entrenamiento luego del cambio de medio, y ZT12 (21 h) se colocaron en un luminémetro

AB-2550 Kronos Dio (ATTO, Japdn). La luminiscencia fue monitoreada en oscuridad
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constante a 20°C (minima temperatura que permite el equipo) durante 5 dias. La sefial
emitida por los nematodos fue integrada por 1 minuto y registrada con un intervalo de 10

minutos.

Ensayo en placa multiwell bajo LO/FC y condiciones constantes

En este caso, poblaciones 100 nematodos L4 cada una (cada poblacion fue
considerada como una réplica bioldgica independiente) fueron seleccionadas manualmente
comenzado a ZT1 (10 h) y pasadas a 200 pl de buffer M9 como se describid previamente
mediante picado bajo lupa de fluorescencia. Las poblaciones de nematodos se lavaron dos
veces con M9 para remover todas las trazas de bacterias y se resuspendieron en 200 pl de
medio de luminiscencia (1 mM of D-luciferina y 0,05% de Tritén X-100). Luego, se
transfirieron a una placa de 96 wells blanca, de fondo plano (Greiner, Estados Unidos), se
sellé la misma con un film dptico (Microseal B PCR Plate Sealing Film, Biorad, Estados
Unidos) y se realizaron dos perforaciones pequefias con una aguja de 25G estéril, para evitar
la condensacién. Posteriormente, a ZT10 (19 h) del mismo dia, se colocé la placa en un
lumindmetro Berthold Centro LB 960 microplate luminometer (Berthold Technologies,
Alemania) dentro de una incubadora E-30B (Percival, Estados Unidos) para controlar las
condiciones de temperatura y luz. El software Microwin 2000 software 4.43 (Mikrotek 2
Laborsysteme, Alemania) fue utilizado para adquirir los datos y fue programado de manera
tal que permitiera el ingreso y la salida de la placa del luminémetro cada 15 minutos, de
manera que los nematodos pudieran estar expuestos al ciclo de entrenamiento. La
luminiscencia fue monitoreada bajo LO/FC y Q0/CC, durante 8 dias. La sefial emitida por los
fue integrada por 10 segundos y registrada con un intervalo de 30 minutos.

Las condiciones generales de entrenamiento para la mayor parte de los experimentos
con ese formato fueron 3,5 dias bajo el ciclo de 24 h LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux;
15,5°C/17°C, ZTO, luz ON e inicio de la fase fria) y 4 dias en condiciones de free-running
(00Q/CC, 17°C). Este ciclo fue elegido porque 15,5°C es la minima temperatura permitida por
el equipo y porque bajo esta condicién los nematodos viven por mas dias que a 18,5/20°C.

Esto permite una sefial de luminiscencia sostenida por mas tiempo que a altas temperaturas.
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Analisis de Datos

Los datos de luminiscencia fueron obtenidos como datos crudos de cada
lumindmetro, se extrajo el ruido de fondo (restando el background) y en el caso de los
experimentos durante varios dias, se normalizaron los niveles de cada registro al valor
maximo inicial de luminiscencia, para poder compararlos entre ellos. Todos los datos crudos
fueron analizados mediante un software desarrollado en conjunto con el Ing. Carlos Caldart
del laboratorio, gue consiste en una serie de cddigos de MATLAB basados en métodos
clasicos pero modificados para su aplicacion en el analisis de series cortas de datos,
obtenidos a partir de los nematodos.

En el caso de los datos crudos provenientes de experimentos realizados en el
luminémetro AB-2550 Kronos Dio, el ruido de fondo fue removido con la opcion waiting
time background. En todos los casos, se descartaron las primeras 12/24 h horas de registro
por el efecto antes observado de acumulacion de enzima y la tendencia (trend) de los datos
crudos fue removida (detrend) mediante la divisién de cada punto sobre una ventana movil
promedio de 24 h (método de moving average) y suavizados cada 12 horas (smooth). Luego,
los datos fueron normalizados al valor maximo inicial de cada muestra y graficados con el
software OriginLab 2016 (Estados Unidos). Todos los datos son presentados como el
promedio + SEM y expresados como unidades normalizadas de luminiscencia sin la
tendencia (detrended, UNDL). En cada caso, la media corresponde a una poblacion de
nematodos o un registro individual, dependiendo de cada ensayo.

El periodo circadiano fue calculado mediante cuatro métodos distintos:
periodogramas de autocorrelacion, FFT-NLLS (Fast Fourier Non-Linear Least Square
algorithm), MESA (Dowse 2013) y LS (Lomb-Scargle) (Press 1992), evaluando dentro de una
rango de 20 a 32 h. Finalmente, se eligid informar los resultados mediante el algoritmo LS,
porgue con éste se obtuvo un ajuste mas exacto a la forma de los datos y porque es el mejor
método reportado para la determinacion del periodo en registros circadianos cortos de
pocos dias (Zielinski, et al. 2014). Con el periodo obtenido se estimd la acrofase (momento
de mayor actividad) de cada sefial, la amplitud el método de Cosinor y se realizé un ajuste
mediante una regresion de minimos cuadrados (least-square regression fit) para calcular el
R? del ajuste. Toda sefial resultante de analisis poblacionales con un periodo cercanoa 24 hy

un R?® de ajuste 2 0,7 fue considerada como “Sincronizada” bajo condiciones de
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entrenamiento ciclicas. Para el caso de free-running, cualquier sefial resultante del analisis
con un periodo cercano a 24 h y un R® de ajuste > 0,5 fue considerada como “Ritmica”. Se
considerd “Entrenada” a aquellas poblaciones de nematodos cuya acrofase en condiciones
de free-running tenia una diferencia menor de 3 h con respecto a la acrofase durante las
condiciones de entrenamiento.

En cuanto al resto de la nomenclatura utilizada, “Porcentaje de sincronizados” indica
el nimero de poblaciones con un periodo y una fase ajustados a las condiciones del
Zeitgeber (24 h,) sobre el total de poblaciones testeadas; “Porcentaje de entrenados” indica
el nimero de poblaciones que retienen su acrofase circadiana cuando son liberadas en
condiciones constantes, sobre sobre el total de poblaciones que se ajustaron a las
condiciones del Zeitgeber; finalmente, “Porcentaje de ritmicos bajo free-running” indica el
numero de poblaciones ritmicas bajo condiciones constantes, sobre el total de poblaciones
testeadas. Un test exacto de Fisher fue realizado para comparar las proporciones de
poblaciones sincronizadas, entrenadas y ritmicas en todos los experimentos.

El andlisis de acrofase fue realizado mediante estadistica circular (test de Rayleigh),
donde las 24 del dia son graficadas en un circulo que va desde ZT0 a ZT24 (ZT0-12 luz, ZT12-
24 oscuridad) y se analiza estadisticamente la distribucién de los maximos de actividad de las
distintas poblaciones, indicadas como puntos dentro del gréfico. Para comparar
estadisticamente las medias de distribucidn de acrofases bajo LO/FC y OO/CC se realizd un
multi-sample test for equal median directions (analégo circular del Kruskal-Wallis test).

Si no se indica otra cosa, la significancia estadistica fue calculada mediante un ANOVA
de una via, seguido por un test de Dunnet de comparacién de grupos, y en todos los caso un
valor de P < 0,05 fue considerado como el minimo para ser estadisticamente diferente. Los

valores de significancia se denotaron como sigue: ***P < 0,001; **P < 0,01; *P < 0,05.
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Capitulo I:
Desarrollo de un sistema reportero

basado en luminiscencia

“If you wish to make an apple pie from scratch, you must first invent the universe.”

— Carl Sagan. Cosmos, 1980
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Introduccion

Principios basicos de luminiscencia

La bioluminiscencia es el proceso natural de emisién de luz visible en organismos
vivos mediado por una catalisis enzimatica que es llevada a cabo por proteinas denominadas
luciferasas. Existen diversos tipos de luciferasas en la naturaleza, las cuales son
estructuralmente muy heterogéneas, y se encuentran en una amplia variedad de organismos
tales como bacterias, luciérnagas, hongos, dinoflagelados, peces, metazoos, y una amplia
diversidad de organismos marinos (Wilson y Hastings 1998). Las luciferasas mas estudiadas
son de origen procariota, como las provenientes de la bacteria marina Vibrio harveyi o de
Photorhabdus luminescens, de vida terrestre, codificadas por los genes Jux; entre los
organismos eucariotas, las mas populares y ampliamente utilizadas son las luciferasas
provenientes de la luciérnaga Photinus pyralis, codificada por el gen luc y del cnidario marino
Renilla reniformis, cuyo gen correspondiente es denominado ruc. Algunos organismos
eucariotas, como Photinus pyralis, tienen su propio sistema sustraro-luciferasa
autosuficiente, sin embargo, muchos otros organismos marinos, como ciertos peces de
mediana profundidad o moluscos, emiten luz gracias a una simbiosis con bacterias
productoras de luciferasas que crecen dentro de ellos en drganos altamente especializados
para la produccidn de luz, tales como Photobacterium phosphoreum, P. leiognathi, Vibrio
logei, V. harveyiy V. fischeri (Greer y Szalay 2002).

A lo largo de la evolucion, la bioluminiscencia se ha reinventado en la naturaleza
muchas veces, y en la actualidad existen alrededor de 30 sistemas independientes de
generacion de luz, cuyas luciferasas no tienen ninguna homologia entre si, y sus sustratos
tampocos estan relacionados quimicamente. Sin embargo, todos ellos tiene algo en comun:
todas las luciferasas solo son capaces de emitir luz en presencia de oxigeno y de al menos un
sustrato (denominado luciferina) y todas catalizan reacciones en las cuales se forma un
intermediario peroxy-luciferina que, al romperse, provee la energia necesaria para la
excitacién (Wilson y Hastings 1998). Es de esperarse, entonces, que una caracteristica tan
costosa metabadlicamente como la produccion de luz solo fuera retenida si generara una
ventaja evolutiva. La bioluminiscencia es utilizada por los organismos como un mecanismo

de evasion de predadores, para atraer presas, como un mecanismo de sefializacion para el
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cortejo y el apareamiento, para la comunicacién por Quorum Sensing o incluso como una
respuesta de estrés (Greer y Szalay 2002).

Las luciferasas de todas las bacterias bioluminiscentes estudiadas hasta el momento
son heterodimeros de subunidades o (de aproximadamente 40 kDa) y B (de
aproximadamente 35 kDa). En este caso, la generaciéon de luz depende de un cluster
genético que consiste de seis genes Jux (luxCDABEG), que se disponen en un operdn
transcripto como un ARN mensajero policistrénico. Los genes [uxA y luxB codifican para las
subunidades a y B de la luciferasa, que es capaz de catalizar una reaccién de emision de luz
que involucra la oxidacion de la luciferina (FMNH:) y un aldehido de cadena larga como
sustrato (tetradecanal, decanal, nonanal, etc), con la consecuente emision de luz de color
verde-azul (Amax = 490 nm). La reaccion catalizada se puede escribir como: FMNH; + n-
decanal + O; ---> FMN + acido n-decanoico + H,0 + luz (Figura 23). Esta reaccion tiene un

rendimiento de aproximadamente 0,3 fotones por molécula de FMNH; (Meighen 1993).

luxR luxi luxC luxD luxA IluxB luxE luxG

—_
1000 bp
NADPH+H* RCOOH FMN NADH+H*
ATP
e S
AMP+PPI l
NADP® RCHO o, FMNH, NAD*

Figura 1.1| Sistema de bioluminiscencia bacteriano. A| Colonias de P. mandapamensis, V. harveyi y
V. fischeri, respectivamente, crecidas sobre placas de agar nutritivo con de agua de mar. B
Organizaciéon estructural del operdon bacteriano. Los genes fuxR y luxi codifican para enzimas
involucradas en el mecanismo de Quorum sensing; los genes luxA y luxB codifican para la luciferasa
aP; La sintesis del aldehido esta catalizada por un complejo multienzimatico de reduccion de dcidos
grasos, conformado por los genes luxC, luxD y luxE, que estan presentes en los operones de todas las
bacterias luminiscentes. Finalmente, el gen fuxG codifica para una NAD(P)H flavina reductasa, que
cataliza la reduccion de FMN libre en solucidn y esta implicada en la produccién de FMNH; en la
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reaccion. C| Reacciones catalizadas por todas las enzimas del sistema bacteriano para la generacion
de bioluminiscencia. Imagen adaptada de Miyashiro y Ruby, 2012.

Finalmente, el sistema de Photinus pyralis, probablemente el mas utilizado hoy en dia
para investigacion, esta conformado por una luciferasa monomérica de 62 kDa codificada
por el gen luc, la cual cataliza la emisién de luz verde (Ayax = 560 nm) desde su sustrato
natural, una luciferina de estructura quimica tipo benzotiazolil-tiazol, en presencia de O, y
ATP como sustratos y de Mg+2 como cofactor. La reaccion catalizada es la siguiente:
Luciferina + ATP + O, (Mg*z) ---> Oxiluciferina + AMP + PP; + CO; + luz (Figura 24). Esta
reaccién tiene un rendimiento de aproximadamente 1 foton por molécula de benzotiazolil-

tiazol

B HO S N COOMH
\(IN; :SJ/ + ATP + O:

D-luciferina

Luciferasa
+ Mg™*

0 s N0
‘:I_.?_{sjd-PPHAMP*CO:

Oxiluciferina

Figura 1.2| Sistema de bioluminiscencia eucariota de Photinus pyralis. A| Espécimen de Photinus
pyralis adulto hembra emitiendo luz para atraer al macho para aparearse. B| Reaccion catalizada por
la enzima de la luciérnaga codificada por el gen luc para la generacién de bioluminiscencia, donde el
sustrato esta ejemplificado por la D-luciferina, que se utiliza comercialmente. Imagen adaptada de:
https://www.thermofisher.com/ar/es.

Sistemas luminiscentes como reporteros para el estudio de ritmos circadianos.

Si bien existen muchos métodos para medir directamente la expresion o actividad
génica que pueden ser aplicados a estudios de ritmos circadianos, tales como Northern blots,
PCR en tiempo real, Western blots, técnicas de inmunohistoquimica, y deteccion de actividad
enzimatica, cada uno de estos métodos requieren sacrificar al organismo en estudio a
diferentes puntos horarios y procesar las muestras, son muy intensivos, toman muchos dias
en completarse, tienen muchas fuentes de error y no permiten realizar medidas de manera

continua, conllevando en muchos casos a la pérdida de informacion temporal.
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Muchos fueron los esfuerzos realizados para el desarrollo de sistemas de registro
automatizados que permitieran medir una variable de manera continua durante dias o
semanas haciendo posible determinar precisamente el periodo, la fase o la amplitud de un
ritmo. Con los avances en la biologia molecular, el descubrimiento de los genes que codifican
para las proteinas luciferasas y el desarrollo de equipos que permiten cuantificar la
bioluminiscencia generada por reacciones quimicas, la utilizacion de los sistemas reporteros
basados en luz se expandid ampliamente en el campo de la cronobiologia. Muchas
luciferasas tienen una vida media relativamente corta, de solo unas pocas horas o incluso
minutos (Leclerc, et al. 2000), lo cual las hace ideales para ser utilizadas como reporteros de
cambios en la actividad transcripcional en una escala de tiempo circadiana. Ademas, algunos
de los genes bacterianos codificantes para la luciferasa y los de la luciérnaga Photinus pyralis
han sido clonados y estdn disponibles comercialmente (Welsh, et al. 2005). Durante las
ultimas décadas, en varios vectores de expresién y e incluso en constructos de fusion con
otros productos génicos tales como la proteina verde fluorescente (GFP; del jellyfish
Aequorea), las luciferasas han sido utilizadas ampliamente como reporteros en un gran
numero de investigaciones para la basqueda de promotores bajo regulacion circadiana o
para dirigir la expresion génica de manera ciclica en numerosos organismos (Welsh, et al.
2005).

La luminiscencia generada por las luciferasas, principalmente por la de Photinus
pyralis, es muy tenue y a menudo demasiado débil como para ser observada a simple vista
para aplicaciones experimentales, por lo que requieren equipamiento costoso. Existen
también otros reporteros mucho mas brillantes basados en fluorescencia disponibles (Zhang,
et al. 2002), y dos de ellos se han utilizado con éxito para estudiar ritmos circadianos: GFP
(Kuhlman, et al. 2000) y Cameleon, un sensor de Ca'’ citoplasmatico (lkeda, et al. 2003). Sin
embargo, la luciferasa posee dos ventajas principales sobre los reporteros fluorescentes. En
primer lugar, la enzima no requiere iluminacién exdgena: la luz detectada es emitida desde
la muestra biolégica por si sola. Los reporteros fluorescentes, por otro lado, requieren un
bombardeo de fotones tdxicos de relativamente alta energia para ser excitados y generar la
emisiéon de fotones de baja energia que pueden ser captados como fluorescencia, En
experimentos a largo plazo como los circadianos, la fotoxicidad es un problema muy serio en
los reporteros fluorescentes, algo que no ocurre con la luminiscencia. En segundo lugar, el

ruido de fondo o background de luz generado por las muestras bioldgicas o por el sustrato
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solo es generalmente extremadamente bajo en comparacion con la sefal, mientras que el
ruido generado por la autofluorescencia puede ser tan alto como la sefial fluorescente en si
misma. Por lo tanto, a pesar de generar un output luminiscente muy modesto, las luciferasas
son los reporteros de eleccion por excelencia para el estudio de funciones circadianas
(Welsh, et al. 2005).

La primera aplicacion de luminiscencia para el monitoreo de ritmos circadianos fue
realizada con dinoflagelados marinos del género Gonyaulax, el cual exhibe un ritmo
circadiano natural de produccion de luz (Hastings 1989). Subsecuentemente, genes
exogenos de luciferasas bajo el control de promotores regulados circadianamente han sido
introducidos en wuna gran diversidad de organismos tales como cianobacterias
{Synechococcus) (Kondo, et al. 1993), plantas (Arabidopsis) (Millar, et al. 1992), insectos
{Drosophila) (Brandes, et al. 1996; Plautz, et al. 1997), hongos (Neurospora) (Morgan, et al.
2003), peces (Zebrafish) (Kaneko y Cahill 2005; Kaneko, et al. 2006) y roedores (Yamazaki, et
al. 2000; Asai, et al. 2001; Wilsbacher, et al. 2002; Yamaguchi, et al. 2003; Yoo, et al. 2004).
En mamiferos, la luciferasa de Photinus pyralis ha sido utilizada para estudiar ritmos de
expresion génica en explantos de tejido periférico (Yamazaki, et al. 2000), cultivos de cortes
de nicleos supaquiasmaticos (NSQ) (Yamaguchi, et al. 2003) e incluso in vivo (Yamaguchi, et
al. 2001). Estos organismos transgénicos exhiben ritmos circadianos robustos (aunque de
relativa baja intensidad) de bioluminiscencia, utiles para un amplio rango de estudios
genéticos y bioquimicos de mecanismos del reloj circadiano.

En cuanto a las ventajas y desventajas de los sistemas luminiscentes disponibles, el
bacteriano tiene como caracteristica positiva que todos los genes del operdn han sido
estudiados y sus secuencias estan disponibles libremente en Genbank, lo que ofrece la
posibilidad de producir tanto la enzima luciferasa como el sustrato de manera enddgena y la
generacion de organismos bioluminiscentes que emiten luz de manera constitutiva y
mantenida en el tiempo, sin la necesidad de afiadir sustratos exdgenos. Sin embargo, la
enzima es dimérica, lo cual requiere la expresiéon de dos subunidades simultdneamente y en
cantidades equivalentes para generar la proteina funcional. Ademas, el sistema requiere
altas cantidades de FMNH,, generalmente escaso en organismos eucariotas y, por la propia
naturaleza bacteriana de los genes, muchas veces existen problemas en los niveles de
expresion en organismos eucariotas. Por ultimo, el sustrato, normalmente decanal, tiene

muchos problemas de toxicidad para diversos organismos. Por estas razones, ha sido el

68



Capitulo |

sistema de eleccion para el estudio de ritmos circadianos en cianobacterias (Kondo, et al.
1993; Kondo y Ishiura 1994; Liu, et al. 1995), pero no en otros modelos experimentales.

Por otro lado, en cuanto al sistema de bioluminiscencia de Photinus pyralis, |la ventaja
principal es su origen eucariota, asi como también el caracter monomeérico de la enzima y la
simplicidad de la reaccién que solo requiere adicionar luciferina en exceso de manera
exogena, la cual no tiene en general problemas de permeabilidad o toxicidad, Ademads, una
caracteristica muy destacada de esta luciferasa es su baja vida media comparada con
proteinas fluorescentes, lo que lo convierte en un sistema adaptable ideal para mediciones
dinamicas in vivo donde se busca seguir los niveles de transcripcién génica (Welsh, et al.
2005). Se ha estimado que la vida media de la luciferasa de Photinus pyralis expresada en
organismos eucariotas varia entre 2-4 horas (Leclerc, et al. 2000) y también es posible
fusionar su marco de lectura con ciertos dominios proteicos capaces de desestabilizarla y
marcarla para su degradacion, reduciendo ain mas su vida media y por ende el rango
temporal durante el cual la sefial es emitida. Un ejemplo muy utilizado en la luciferasa
Photinus pyralis es el dominio PEST, una regién de 41 aminoacidos rica en prolina,
gulatamina, serina y treonina que queda localizada en la superficie de la proteina debido a
su caracter hidrofilico y genera que ésta sea rapidamente degradada en el citoplasma celular
(Rechsteiner y Rogers 1996).

Por todo esto, la aplicacion de la luciferasa Photinus pyralis se ha extendido en
organismos modelo tales como plantas, hongos, moscas, peces y mamiferos (Yamazaki y
Takahashi 2005; Rosato 2007), lo que generé como consecuencia la aparicion de una gran

diversidad de vectores disponibles comercialmente para expresién en distintos organismos.

Antecedentes de luminiscencia en C. elegans

En el momento de iniciar este trabajo, existia un solo laboratorio trabajando con
luminiscencia en C. elegans. Se habia descripto con anterioridad el desarrollo y aplicacion de
una linea de C. elegans bioluminiscente a partir de genes luc de luciérnaga, para testear
mediante ensayos de corto tiempo, los efectos de exposicién a temperatura elevada, a
metales pesados y al 3-5 DCPC (Lagido, et al. 2001). En este trabajo, los nematodos
transgénicos (cepa PE39) fueron generados por microinyeccion del plasmido pPECLL que

contenia el gen fuc de la luciferasa de Photinus pyralis de Promega, con una delecion de una
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secuencia de direccionamiento a peroxisoma (/ucv) bajo el control del promotor constitutivo
del gen let-858 de C. elegans, presente en el vector pPD103.05, del kit de vectores de
expresion para C. elegans creado por Andrew Fire. Estos nematodos expresaban
constitutivamente una version de la luciferasa de luciérnaga, en el citosol de todas las células
somaticas. Mediante una linea de nematodos integrada espontaneamente los autores
mostraron que era posible medir luminiscencia in vivo e in vitro, poniendo especial énfasis
en que el sustrato D-luciferina no era capaz de atravesar la cuticula de los nematodo y se
requeria la permeabilizacién con DMSO y Tritén X-100, dos compuestos muy utilizados para
este fin en ensayos farmacoldgicos. La determinacion de luminiscencia se realizaba entonces
en un buffer fosfato, por tiempos cortos y después de un periodo de incubacion
determinado, para obtener niveles altos de luminiscencia (Lagido, et al. 2001).

En un trabajo posterior, los mismos autores describen la generacién de nematodos
bioluminiscentes integrados (cepas PE255, PE254, and PE322) mediante una segunda
version de la enzima luciferasa de Photinus pyralis a partir del vector comercial pSP-luc+NF
de Promega, pero esta vez fusionada a gfp, v bajo 3,7 Kb del promotor del sur-5, cuya
expresion es ubicua, fuerte, y constitutiva a lo largo de todos los estadios de desarrollo en C.
elegans. En este trabajo, los autores mostraron que niveles de fluorescencia y luminiscencia
del reportero in vivo correlacionaban directamente con la cantidad de ATP enddgeno de los
nematodos, y no con posibles cambios en la actividad transcripcional del gen sur-5 (Lagido,
et al. 2008), mediante ensayos también de tiempos cortos, bajo tratamiento con azida, un
compuesto que inhibe reversiblemente la respiracion mitocondrial y por ende causa la
deplecién de ATP. Finalmente, un trabajo publicado en 2009 se describe la utilizacién de
estos mismos nematodos luminiscentes como biosensores multicelulares eucariotas para
realizar determinaciones de compuestos toxicos de cadmio, en un ensayo sensible y por un
periodo de tiempo mas largo (19 horas) a partir de poblaciones de larvas L1, que permitia
analizar del efecto de este compuesto sobre el desarrollo y la reproduccién del nematodo.
En este caso, el medio de luminiscencia utilizado consistié de buffer citrato- fosfato pH 6.5,
DMSO 1 %, Tritin X-100 0,05% v luciferina 100 puM.

Recientemente, y mientras un trabajo de nuestro grupo basado en el presente
trabajo de tesis estaba siendo enviado para publicar, se describié por primera vez un ensayo
automatizado in vive realizado durante el desarrollo con nematodos transgénicos

luminiscentes desde huevo hasta estadio joven adulto, portando el constructo psur-

70



Capitulo |

5:luc+::gfp (cepa PE255, de Lagido et al 2009) (Olmedo, et al. 2015). En este caso,
nematodos sincronizados L1 se transferian de a uno y en poblaciones de 20, a placas de 96
wells conteniendo 200 pl de medio basal S con 10 g/l de peso seco de E. coli OP50 y D-
luciferina 100 uM, sin agentes permeabilizantes. Bajo estas condiciones, los nematodos se
dejaban desarrollar dentro del well a 21.5°C, y la luminiscencia era registrada durante la
progresién del desarrollo larval. Bajo estas condiciones, se reporto que la luz emitida por los
animales mostraba un patrdn cuadrado, con una caida brusca de la luminiscencia cada vez
gue los nematodos atravesaban un cambio de cuticula o molting, donde la cavidad bucal se
cierra por la formacién de un plug y cesa el bombeo faringeo. De esa manera, y ante la
ausencia de sustancias permabilizantes de cuticula, los autores proponian que la D-luciferina
ingresaba a los nematodos solo a través de las bacterias de las cuales los animales se
alimentaban constantemente, mostrando una sefial constante y alta, excepto durante las
horas que transcurrian entre moltings, cuando la sefial caia a cero. Adicionalmente, también
se mostraba que el ATP no estaba involucrado en la determinacion final de la reaccidn, de

manera que no era el sustrato limitante en las condiciones utilizadas (Figura 1.3).
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Figura 1.3] La sefial de luminiscencia de nematodos transgénicos para Psur-5::luc+::gfp refleja el
desarrollo larval en nematodos crecidos con bacterias desde L1 hasta joven adulto. A|
Bioluminiscencia de larvas individuales (cepa PE255) crecidas desde L1 hasta joven adulto, a lo largo
de 54 h a 21.5°C. La ausencia de ingreso de sustrato entre los moltings genera una disminucion la
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cantidad de luz. B|] Heat map que muestra datos corregidos por detrend de 37 animales
independientemente monitoreados. €| Comparacion de datos crudos de bioluminiscencia de larvas
individuales (cepa PE255) y de poblaciones de 20 animales. C| Determinacion de ATP in vitro y
luminiscencia de una poblacidn de animales crecidos a 20.5°C entre L1 y L2 (n = 3, se muestran datos
promediados t error estandar. Imagen adaptada de Olmedo, et al. 2015.

Transgénesis en C. elegans: principios basicos de microinyeccién

La generacion de C. elegans transgénicos se puede realizar facil y rapidamente
mediante la microinyeccion de ADN plasmidico dentro de la gonada de un joven adulto
hermafrodita (Stinchcomb, et al. 1985). Cuando una mezcla de ADN que contiene un gen de
interés y un gen que codifica para un marcador celular auténomo es microinyectado en el
nematodo, se produce la formacién espontdnea de un minicromosoma compuesto de
muchas copias de esas moléculas de ADN (Stinchcomb et al., 1985) (Figura 1.4). En general,
el ADN inyectado de los distintos plasmidos sufre una recombinacién homdloga de manera
bastante eficiente dentro de la gdnada, de manera que lo mejor es que ambos vectores
contengan fragmentos de homologia en sus backbones, aunque también algo de
recombinacion homologa puede ocurrir. Ademas, el material genético puede ser inyectado
de manera circular o lineal, sin cambios en la eficiencia de la técnica (Mello y Fire 1995).
Estos concatémeros extracromosomales son establemente heredados, aunque no con la
misma eficiencia que los cromosomas reales, dando lugar a una progenie heterogénea,
donde solo algunos de los nematodos hijos heredaran al menos una copia del material
genético por célula (Mello, et al. 1991).

Luego de un ronda de microinyecciones, se puede entonces esperar hasta que el
nematodo adulto inyectado dé lugar a progenie, y seleccionar animales que contengan un
array que muestre buena expresion de ambos, el gen a ser analizado, que puede ser
evaluado por el cambio fenotipico, y el gen marcador. Luego, como consecuencia de
procesos mitdticos, se genera la pérdida de estos arrays en algunas células dando como
resultado animales mosaicos, donde algunas de las células dejan de expresar ambos genes

(Figura 1.4).
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Figura 1.4| Representacion esquematica de la formacién de arreglos extracromosomales en una
microinyeccion en C. elegans. A| Plasmidos que contienen el gen de interés (circulo azul, en este
caso representando una copia wild-type de un gen para rescatar un fenotipo mutante de pérdida de
funcién) y el gen marcador (circulo verde, en este caso codificante para la expresion somatica de
GFP) se mezclan en un tubo y una pequefia cantidad de la mezcla se coloca en una aguja de
microinyeccion con la cual se inyecta la parte sincicial de la gonada de un joven adulto hermafrodita.
B| Después de esperar algunos dias, la recombinacion homdloga entre los ADN inyectados en la F1
da lugar a la formacion de minicromosomas, denominados arreglos extracromosomales. Cada array
puede contener miltiples copias de cada tipo de ADN inyectado. Las copias endégenas del gen en los
cromosomas, representadas en azul, portan una mutacion de pérdida de funcién (linea roja) y son
complementadas por las copias wild-type extracromosomales del array. Imagen adaptada de Yochem
y Herman, 2003.

La microinyeccion es la técnica mas utilizada para generar nematodos transgénicos
que expresan eficientemente el gen de interés en cualquiera de los tejidos, excepto para la
linea germinal o estadios embrionarios tempranos (Kelly, et al. 1997). Generalmente, estos
arreglos extracromosomales son rutinariamente empleados para la obtencion de rescates
por transformacién (o complementacion) de un fenotipo mutante, para expresar un
constructo que confiere una caracteristica de interés, tales como proteinas fluorescentes

bajos promotores especificos para marcar algun tipo celular o incluso en la insercion de
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copias extras de un gen wild-type para generar la sobreexpresién del mismo (Mello and Fire,
1995).

Existe una amplia diversidad de marcadores de co-inyeccion. Entre los mas utilizados
se encuentra el gen marcador rol-6(su1006), codificado en el plasmido pRF4, que confiere un
fenotipo facilmente observable bajo una lupa de diseccidén. Se trata de un gen mutante
codificante para coldgeno anormal, el cual funciona como un marcador genético dominante
para la transformacion (Kramer, et al. 1990). Los animales que portan el alelo
semidominante rol-6(su1006), exhiben un cuticula y un cuerpo helicalmente doblados, de
manera que las contracciones musculares que normalmente propulsan al nematodo hacia
adelante o hacia atrds en un movimiento sinusoidal en este caso causan que ruede sobre su
eje longitudinal y se mueva en circulos. Otros marcadores muy utilizados son los que
codifican para proteinas fluorescentes, tales como pmyo-2::mCherry (expresion de mCherry
en la faringe), cc::RFP (expresion de RFP en coelomocytes, 3 pares de células especificas
adyacentes a la musculatura somatica), unc-119::GFP (marcador pan-neuronal, de todo el
sistema nervioso). Todos estos marcadores se pueden inyectar en nematodos N2 (wild-type),
pero existe un segundo grupo que es utilizado para rescatar el fenotipo de un gen mutado
en la cepa a inyectar, de manera que el plasmido con el gen marcador y el constructo de
interés, se coinyectan en la cepa que porta esa mutacion. Entre estos se puede mencionar al
sistema pha-1, basado en la mutacion pha-1(e2123) sensible a temperatura que es letal en
embriones y que causa un crecimiento normal a 15°C pero 100% de letalidad a 25°C. En este
caso, los animales transgénicos se seleccionan coinyectando con el gen de interés el
plasmido pBX, que lleva la copia wild-type del gen pha-1, y la busqueda de transgénicos se
realiza cambiando los nematodos de la F1 o la F2 de 15°C a 25°C. Otro ejemplo muy utilizado
es el gen marcador unc-119, que es expresado en varios plasmidos distintos, y confiere
rescate al background mutante unc-119(ed3), facilmente observable por su morfologia mas
corta y su apariencia curvada, y una movilidad altamente reducida. Los marcadores son muy
utiles en todos los casos, pero especialmente en aquellos donde el gen de interés no
confiere una caracteristica fenotipica, ya que permiten seleccionar aquellos nematodes de la
progenie que portan el arreglo extracromosomal de interés.

Por su naturaleza, la desventaja principal de esta técnica es que no todos los
nematodos de la progenie heredan el transgen de interés, ya que el mismo no se inserta en

el genoma. Ademas, los animales transgénicos generados por microinyeccién llevan arreglos
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extracromosomales muy grandes que contienen multiples copias de los ADN co-inyectados,
por lo que el patron de expresidn del transgen puede no mimetizar al del enddgeno,
especialmente para genes expresados en la linea germinal (Kelly, et al. 1997). Por esta
misma razon, los transgenes de arrays repetitivos pueden ser fuertemente silenciados en el
nucleo de las células germinales y a veces se genera cierta supresion o expresion ectdpica
del transgen en tejidos somaticos. Asimismo, suele ser dificil predecir y controlar el nivel de
expresion entre diferentes lineas transgénicas que portan el mismo array (Mello y Fire
1995). Estos arreglos repetitivos son inestables en las divisiones celulares, pero una fraccién
de la F1 que contiene los transgenes transmitira el array a lo largo de muchas subsecuentes
generaciones sin cambios en la heredabilidad o expresion. Sin embargo, siempre existe
cierto grado de inestabilidad mitdtica y herencia incompleta, de manera que muchas veces
es necesario integrar el arreglo extracromosomal dentro de los cromosomas por algin
técnica de radiacion, como la gama o la X, que genera rupturas en el ADN e insercidn de las
moléculas de interés por la propia maquinaria de reparacion de ADN del nematodo (Evans
2006).

A pesar de las desventajas, la microinyeccion sigue siendo la técnica de transgénesis
mas utilizada actualmente en C. elegans, ya que es un método relativamente rapido,
economico y muy eficiente, para expresar genes en tejidos somaticos. Con cierta practica,
una persona puede generar de 3-6 lineas transgénicas independientes en solo 10 dias a
partir de 15-40 génadas inyectadas, dependiendo de la experiencia del inyector, y con solos

unos microlitos de ADN plasmidico purificado en bajas concentraciones (Evans 2006).

Expresion de transgenes en C. elegans

En muchos organismos eucariotas ademds de C. elegans, se ha reportado que
versiones idénticas de secuencias codificantes para ciertos genes conteniendo o no intrones,
pueden exhibir perfiles de expresion dramaticamente diferentes. El cis-splicing alternativo
de estos intrones puede afectar la expresion génica a muchos niveles, incluyendo
transcripcidén, poliadenilacion, exportacion del ARN mensajero, eficiencia de traduccion y
vida media (Nott, et al. 2003). En este sentido, diversos reportes demuestran que la
expresion de transgenes en distintos organismos eucariotas y en cultivos celulares es mas

eficiente en transcriptos que contienen intrones y son capaces de sufrir cis-splicing, que de
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aquellos clonados directamente como ADN codificantes sin intrones (Brinster, et al. 1988;
Buchman y Berg 1988). En particular, en el caso de C. elegans, esta caracteristica es vital a la
hora de expresar transgenes de manera eficiente, y es ampliamente conocido que la
funcionalidad de las regiones no-codificantes dentro de los mismos debe ser considerada
cuidadosamente. Algunas proteinas foraneas han logrado ser expresadas en nematodos a
partir de ADN codificante, pero en la mayoria de los casos esto resulta en una expresidn
ineficiente a menos que uno o dos intrones sean insertados dentro del ORF. Por esta razon,
se han disefiado muchos intrones sintéticos que ayudan a incrementar sustancialmente la
expresion de transgenes reporteros en el nematodo. Los ejemplos mas relevantes de
mejoras en la expresion mediante el uso de Artificial Introns (Al) incluyen el caso del gen lacZ
(Fire, et al. 1990), gfp (Fire, et al. 1998) y mCherry (McNally, et al. 2006), y muchos vectores
que contienen genes reporteros con intrones se utilizan en la actualidad del kit para
expresion en C. elegans de Andrew Fire (Fire Lab, C. elegans Vector Kit, Addgene). Por
ejemplo, algunos de estos vectores, tales como el pPD158.87 contienen la variante de gfp
S65C, que contiene en su secuencia codificante tres intrones sintéticos (IVSR, IVSS y IVST) y
otros, como el pPD95.75, contienen también un intron artificial (IVSA) entre el sitio multiple

de clonado y el inicio de la secuencia codificante para gfp S65C (Figura 1.5).

CEEREEEOE S R D ﬁ
> arti ATG de gfp
MCS gfp
pPD95.75
unc-54 3' UTR
AmpR

Figura 1.5| Representacion esquematica del vector pPD95.75 (Addgene). El sitio multiple de
clonado se encuentra entre Hindlll y Misl. En rosa se muestra el intrén artificial IVSA, que se extiende
entre el sitio maltiple de clonado y la region codificante para GFP. El marco de GFP esta indicado en
gris y rojo, con el primer coddn del ORF en verde. Imagen adaptada de Motohashi, et al. 2006.
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Otra particularidad a tener en cuenta a la hora de expresar transgenes en C. elegans
es que, a pesar de tratarse de un organismo eucariota, alrededor del 15 % de todos los genes
del nematodo (aproximadamente 1000) estdn organizados en operones, muy similares a los
bacterianos (Blumenthal y Gleason 2003; Blumenthal 2004). Estos operones se transcriben
como pre-ARNm policistrénicos que son procesados a monocistrones mientras se
transcriben, por clivaje y poliadenilacion del extremo 3’ de cistrén, a través un mecanismo
de trans splicing que involucra la adicidn de una secuencia lider de splicing (que puede ser
del tipo SL1 o SL2) de 22 nucledtidos, en el extremo 5 de cada ARN mensajero. Estos
operones pueden contener entre 2 y 8 secuencias codificantes, que estan separadas por una
regidn intercistrdnica (intercistronic region, ICR) de alrededor de 100-200 pb que posee sitios
internos de union a ribosomas y una zona rica en U que se utiliza para reclutar
ribonucleoproteinas pequefias nucleares de SL2 (SL2 snRNP) que procesan el extremo 5’ del
cistron rio abajo (Blumenthal y Gleason 2003; Blumenthal 2012). Por ejemplo, en el operdn
CEOP5428, el procesamiento del pre-ARN mensajero se realiza mediante mecanismos de cis
splicing a partir de intrones internos de fib-1 y rps-16, asi como también de trans splicing,

que ocurre a través del ICR que separa a ambas secuencias codificantes (Lee, et al. 2010).

A Cis-splicing

\ intron /'

sitio de splicing 5' sitio de splicing 3'

SL1 snRNP
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sitio de splicing &'
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sitio de splicing 3'
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Figura 1.6| Mecanismos de cis y trans-splicing en C. elegans. A) En el cis-splicing, una snRNP U1 se
une a un sitio de splicing 5, y una snRNP U2 se une a un sitios conocido como branchpoint cerca del
sitio de splicing 3’. El intrén se escinde y los dos exones se juntan. B) En el trans-splicing, no existe un
sitio de splicing 5’ en el pre-ARNm, sino que este es proveido por la SL1 snRNP donaora, que reconoce
una secuencia del outron (region entre el cap 5 vy el sitio del trans-splicing). El exén SL se une
entonces con el primer exdn del pre-ARNm. CBC: nuclear cap binding complex. Imagen adaptada de
Blumenthal, 2005.
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Dado que las ICRs ocurren naturalmente, se ha descripto su utilizacion para la
generacidn de vectores bi o tri-cistronicos, que permiten la expresion de varias proteinas en
tandem bajo un mismo promotor (Lee, et al. 2010). Por ejemplo, utilizando la secuencia ICR
del operéon CEOP5428, se ha reportado la co-expresién eficiente del antigeno viral D
fusionado a la proteina fluorescente roja (DSRED) separado por un ICR de gfp, el antigeno
viral D fusionado a la proteina fluorescente roja (DSRED) separado por un [CR de
fibrilarina::gfp, e incluso se han logrado co-expresar hasta tres proteinas en tandem

(fibrilarina::gfp::ICR::S-HDAg::dsRed) (Lee, et al. 2010).

Caracteristicas del gen sur-5

sur-5 es probablemente el gen més renombrado dentro del ambiente de C. elegans, y
la mayor parte de los investigadores que trabajan con este organismo modelo seguramente
hayan utilizado el promotor de este gen alguna vez. Paraddjicamente, sur-5 no es conocido
por su funcion bioldgica en el nematodo sino porque su promotor dirige la expresién de
cualquier transgen de manera ubicua y fuerte a lo largo de todos los estadios de desarrollo y
durante el estadio adulto. Esta caracteristica lo ha convertido en el promotor de eleccién
para la sobreexpresion de distintos transgenes de interés, y como se dijo anteriormente,
muchos vectores comerciales como los que posee el kit de Andrew Fire, contienen una
version de minima pero totalmente funcional del promotor original del gen, para realizar
fusiones transcripcionales o traduccionales.

Notablemente, existe un Unico reporte de la caracterizacidn de sur-5 en el nematodo,
que data de 1998 (Gu, et al. 1998). Buscando supresores de un alelo dominante negativo del
gen ras let-60, el cual actiua en la via de sefializacion involucrada en el control de la
diferenciacion de la vulva en el nematodo, se encontraron tres mutaciones por pérdida de
funcién en el gen sur-5. Esto revelod que sur-5 regula negativamente a uno de los dos grupos
de let-60 durante la induccion de la vulva, y que mutaciones en sur-5 no generan ningun
fenotipo visible. Ademads, se reportd que sur-5 actia de manera sinérgica con lin-45,
controlando la muerte larval, el movimiento y la puesta de huevos. En este estudio, se clond
por primera vez la secuencia codificante de sur-5 y se demostrd que la misma codifica para
una proteina funcional, que muestra ademas cierta homologia con la Acetil-Coenzima A

sintetasa de H. sapiens (BlastP, 88% de cobertura, 40% de identidad, E = 2x10'162), asi como
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también sitios predictivos de unién a ATP/GTP y AMP (Gu, et al. 1998). Sin embargo, ésta
funcién nunca fue probada experimentalmente, y no se realizaron estudios posteriores para

caracterizar con mayor detalle el rol de sur-5.

Células precursoras de la vulva (VPCs)

sur-5

membrana plasmatica (
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Figura 1.7| Via de sefializacién que participa en el desarrollo de la vulva en C. elegans. A| Una sefial
inductora (LIN-3) proveniente de la llamada anchor cell en la goénada, induce una cascada de
sefializacion en tres de las células precursoras de la vulva (VPCs) provocando que éstas adopten el
destino final como células de la vulva. Esta cascada de sefializacién esta mediada por el receptor de
tirosina quinasa (RTK) LET-23/EGFR/LET-60 Ras GTPasa/MAP quinasa (MAPK) y es utilizada para
controlar diversos procesos de desarrollo en C. elegans, de los cuales el de la vulva se conoce en
detalle. En este caso, LIN-3 actia como ligando de LET-23/EGFR, lo cual estimula a LET-60/Ras y
finalmente a la cascada de MAPK rio abajo, conformada por LIN-45/Raf, MEK-2 y MPK-1. Esto induce
la expresion de los genes que controlan los diversos procesos de desarrollo. sur-5 actiia como un
supresor de la actividad de Ras, ya sea de manera indirecta o directa. Imagen adaptada de Sundaram,
2006.

En cuanto al patron de expresidon de este gen, una fusion traduccional SUR-5::GFP,
con una secuencia artificial de direccionamiento a nicleo (NLS), se expresa en la mayoria de
las células somaticas de C. elegans (Figura 1.8). Entre las células positivas para gfp se

encuentran VPCs, neuronas, hipodermis, células musculares, muchas células de la faringe y
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algunas en las génadas, intestino y células excretorias, siendo éstas Ultimas particularmente
fuertes. Ademas, esta expresion puede ser visualizada desde estadios de desarrollo

tempranos, en embriones de 100 a 150 células, hasta el estadio adulto (Gu, et al. 1998),

sur-5::gfp

Figura 1.8| Patron de expresion de SUR-5::GFP. A| Nematodo L4 con un arreglo extracromosomal
portanto la fusion traduccional SUR-5::GFP (plasmido pTG96), con 3,8 Kb rio arriba del 5’ del gen y la
secuencia codificante completa fusionada en el extremo C terminal con una versién de GFP que
presenta una secuencia artificial de localizacién nuclear (NLS). Imagen adaptada de Jose, et al. 2009.

A partir de todo lo expuesto durante la introduccidn, en este capitulo se buscara
desarrollar un sistema reportero basado en luciferasas, para tratar de aprovechar las
ventajas que estas enzimas ofrecen como reporteros para estudiar expresion génica en el
nematodo. Para abordar este objetivo, se buscara estudiar la viabilidad de dos sistemas de
luminiscencia en el nematodo, el bacteriano de Vibrio harveyi y el sistema eucariota luc, de
Photinus pyralis. Con tal fin, se generaran lineas transgénicas estables de nematodos por
microinyeccion, que expresen los genes de las luciferasas propuestos, bajo el promotor del
gen sur-5. Se caracterizaran ambos sistemas utilizando condiciones de reaccion apropiadas
para cada enzima y se analizara la factibilidad de la utilizacion de cada uno para futuras

caracterizaciones circadianas en C. elegans.
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Materiales y Métodos

Cepas de nematodos

En esta seccion del trabajo se utilizaron nematodos pertenecientes a la cepa N2
(wild-type), adquiridos del Caenorhabditis Genetics Center (Universidad de Minnesota,

Estados Unidos, http://cbs.umn.edu/cgc/home).

Constructos moleculares

Constructos generados a partir del sistema luminiscente de Vibrio harveyi:

o Psur-5::Al::luxAB fue construido a partir de una version fusionada de las
secuencias wild-type de los ORF de luxA y luxB de Vibrio harveyi generada en Szitther, et al,
2003. La version fusionada se cred originalmente mediante la eliminacién del codén de stop
de luxA de Vibrio harveyi y |a adicidn de un linker corto de 10 aminoacidos en marco con la
secuencia codificante para /luxB. Ademas, en esta versidn, el coddn de iniciacion ATG de luxB
fue reemplazado por el codén CAG (codificante para glutamina). Esta version fue clonada en
el vector pLG-luxA-B y su funcionalidad fue probada en S. cerevisiae (Szittner, et al. 2003).
Para construir el Psur-5::Al::luxAB, se realizd una PCR para amplificar luxAB del pLG-luxA-B
con los sitios Kpnl y Nehl/Xhol, utilizando los siguientes primers:

Forward: 5'- CATCGGGGTACCATGAAATTTGGAAACTTCCTTCTC -3’

Reverse: 5'- CCGCTCGAGGCTAGCTTACGAGTGGTATTTGACG -3’

Este fragmento de 2097 pb se corté con Kpnl y Xhol y se ligé con el vector pPD95.75
para C. elegans del kit de A. Fire (Addgene). Con esta estrategia, se reemplazo parte del ORF
de GFP en pPD95.75 por el constructo /luxAB. Luego, el fragmento Al::luxAB fue cortado con
BamHI y Nhel y clonado dentro del pPD158.87, bajo el promotor de sur-5, reemplazando el
ORF de GFP.

e Psur-5::luxAB::gfp fue construido mediante la digestion de un fragmento de PCR
de 2087 pb conteniendo la fusién /uxAB sin el coddn de stop de luxB amplificado de pLG-
luxA-B con los sitios BamHI y Kpnl y la posterior ligacién con el vector pPD158.87 para C.

elegans del kit de A. Fire (Addgene). Con esta estrategia, la region codificante para luxAB
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guedd fusionada en marco con el ORF de GFP en pPD158.87. Los primers utilizados para la
PCR fueron:

Forward: 5’- CGCGGATCCATGAAATTTGGAAACTTC -3’

Reverse: 5'- CGGGGTACCACGAGTGGTATTTGACG -3

e Para generar el Psur-5::Al::luxA::ICR::luxB%, se construyd in silico el fragmento
luxA::ICR::luxB, a partir de las secuencias wild type de Vibrio harveyi y de la secuencia de la
region intercistronica (/CR) previamente descripta (Lee, et al. 2010). Con el fin de optimizar
el cédigo de codones de luxA y luxB para C. elegans y de obtener la secuencia icr, se realizé
una sintesis de novo de todo el constructo en GenScript (Estados Unidos). El constructo
sintético resultante de 2316 pb fue clonado en pUC57-luxA“::ICR::luxB* con los sitios Kpnl y
BamHI. Aprovechando sitios internos que se agregaron durante la sintesis, se digirié el
luxA®::ICR::luxB®° con los sitios Kpnl y EcoRl y se ligé con el vector pPD95.75 para C. elegans
del kit de A. Fire (Addgene). Con esta estrategia, se reemplazo el ORF de GFP en pPD95.75
por el lJuxA®::ICR::luxB®. Luego, el fragmento Al:: luxA“::ICR::luxB® fue cortado con BamHI y
EcoRl y clonado dentro del pPD158.87, bajo el promotor de sur-5, reemplazando el ORF de
GFP.

o Psur-5::uxA<::ICR::luxB®::gfp fue construido mediante la digestion de un
fragmento de PCR de 2301 pb conteniendo la fusion luxA“::ICR::luxB® sin el codén de stop
de /uxB® con los sitios BamHI y Kpnl y la posterior ligacién con el vector pPD158.87 para C.
elegans del kit de A. Fire (Addgene). Con esta estrategia, la region codificante para
JuxA“::ICR::luxB®° quedd fusionada en marco con el ORF de GFP en pPD158.87. Los primers
utilizados para la PCR fueron:

Forward: 5'- CGCGGATCCATGAAATTCGGAAACTTCCTG -3’

Reverse: 5'- GGGGTACCAGGAATGGTATTTCACGAT -3’

Constructos generados a partir del sistema luminiscente de Photinus pyralis:

e Psur-5::luc fue construido mediante la digestidn de un fragmento de PCR de 1671
pb amplificado de la secuencia codificante para la luciferasa de Photinus pyralis proveniente
del pGL3-Basic Vector (Promega) con los sitios Kpnl y EcoRIl y la posterior ligacién con el

vector pPD158.87 para C. elegans del kit de A. Fire (Addgene). Con esta estrategia, se
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reemplazé el ORF de GFP en pPD158.87 por el de la luciferasa. Los primers utilizados para la
PCR fueron:

Forward: 5’-CATCGGGGTACCATGGAAGACGCCAAAAAC-3’

Reverse: 5'- GGAATTCTACACGGCGATCTTTCCGCCCT -3'

e Psur-5::Al::luc fue construido mediante la digestion del mismo fragmento de PCR
de 1673 pb amplificado de la secuencia codificante para la luciferasa de Photinus pyralis
proveniente del pGL3-Basic Vector (Promega) con los sitios Kpnl y EcoRl y la posterior
ligacién con el vector pPD95.75 para C. elegans del kit de A. Fire (Addgene). Con esta
estrategia, también se reemplazo el ORF de GFP en pPD95.75 por el de la luciferasa. Luego,
el fragmento Al::luc fue cortado con BamHI y EcoRl y clonado dentro del pPD158.87, bajo el

promotor de sur-5, reemplazando el ORF de GFP.

e Para la construccion del Psur-5::luc::ICR::gfp, se aprovechd el pUC57-
JuxA::ICR::luxB sintetizado de GenScript para reemplazar el luxA“° que se encontraba entre
los sitios Kpnl y Bglll por el ORF de la luciferasa de Photinus pyralis de 1679 pb amplificado
del pGL3-Basic Vector (Promega) con los mismos sitios, utilizando los siguientes primers:

Forward: 5'- CATCGGGGTACCATGGAAGACGCCAAAAAC -3’

Reverse: 5'- CATGAGAAGATCTTTTACACGGCGATCTTTCCGC -3’

Luego, se amplificaron 900 pb del ORF de gfp del pPD158.87 del kit de A. Fire
(Addgene) con los sitios Sall (compatible con Xhol) y EcoRl, con los siguientes primers:

Forward: 5’- ACGCGTCGACATGAGTAAAGGAGAAGAAC -3’

Reverse: 5'- CGGAATTCTTAGTTCGTCCATGCCATG -3’

Este fragmento se clond en el pUC57-luc::ICR::luxB® entre los sitios de Xhol y EcoRl,
generando el pUC57-luc::ICR::gfp. Finalmente, se corté todo el constructo Juc::ICR::gfp de
2261 pb con Kpnl y EcoRl y se ligd con el pPD158.87, bajo el promotor de sur-5,
reemplazando el ORF de GFP.

e Psur-5::luc::gfp fue construido mediante un fragmento de 1659 pb amplificado por
PCR de la luciferasa de Photinus pyralis del pGL3-Basic Vector (Promega), con el ultimo
coddn de STOP removido, y con los sitios BamHI y Kpnl. Posteriormente, se digirié y ligd este

fragmento con el of pPD158.87 (Addgene) con las mismas enzimas de restriccion, y en marco
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con gfp para generar una proteina de fusién. El ORF de la luciferasa fue amplificado con los
siguientes primers:

Forward: 5’- GCGGATCCATGGAAGACGCCAAAAAC -3’

Reverse: 5'- CGGGGTACCAACACGGCGATCTTTCCGCC -3’

e Psur-5::luc::gfp::PEST fue construido mediante la fusion del fragmento gfp::PEST
de 1012 pb digerido del vector pAF207 (Frand, et al. 2005) con Kpnl y EcoRl, y el backbone
de pPD158.87-sur-5::luc (5795pb) obtenido a partir de una digestion con las mismas enzimas

delpPD158.87-sur-5::luc::gfp.

De esta manera, en todos los casos, el vector utilizado pPD158.87 dirige la expresién
de luc::gfp al citoplasma celular, controlada por sur-5.

Todos los primers utilizados fueron disefiados con el software online primer3 PLUS
(http://primer3plus.com/) y sintetizados en Thermo Fisher Scientific (Estados Unidos) o en
Genbiotech SRL (Argentina) y en todos los casos, las secuencias de los constructos fueron
validadas por secuenciacidn por la técnica de Sanger en Macrogen (Corea). Todos los disefios
de las estrategias para los clonados y las evaluaciones de las secuenciaciones se realizaron

mediante el software CloneManager7 (Scientific & Educational Software, Estados Unidos).

Reacciones de PCR a punto final

Las reacciones de PCR fueron realizadas utilizando un termociclador MasterCycler
(Eppendorf, Alemania). Todas las secuencias codificantes para las distintas proteinas se
amplificaron utilizando Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos). El programa de PCR utilizado fue de 2 minutos a 92°C y 35 ciclos de: 30 segundos a
92°C, 30 segundos a 55-65°C dependiendo de la temperatura de melting de cada primer,

extension especifica para cada fragmento a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C.

Electroforesis desnaturalizante, revelado y aislamiento de acidos nucleicos

Tanto las reacciones de PCR como las digestiones fueron corroboradas mediante

electroforesis preparativa en geles de agarosa 0.8 % (Genbiotech, Argentina), utilizando para
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la corrida buffer TAE 1X (Stock TAE 50X: Tris-Acetato 2 M, EDTA 0,05 M; Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) y como marcador de peso molecular Ladder 1kb plus y 250 bp (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos). La tincion de acidos nucleicos se realizo con GelRed 0,5X
(Biotium stock 10000X, Estados Unidos), se analizd en un transiluminador UV (DyNA Light,
Labnet International, Estados Unidos) y la imagen fue digitalizada mediante el programa
Kodak Digital Images (Kodak, Estados Unidos).

La purificacion de acidos nucleicos lineales a partir de los geles de agarosa se llevo a
cabo mediante la utilizacidn del kit comercial HiYieldTMGel/PCR DNA Mini Kit (Real Biotech
Corporation, Estados Unidos) y la purificacion de los plasmidos se realizé mediante el kit de
miniprep illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, Estados Unidos), siguiendo en
ambos casos los protocolos detallados por los proveedores. Todos los acidos nucleicos
fueron cuantificados por espectroscopia mediante Nanodrop (Thermo Scientific, Estados
Unidos).

Todos los fragmentos amplificados mediante PCR fueron clonados primero mediante
el kit pGEM-T Easy Vector (Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del
proveedor. El resto de los constructos antes descriptos fueron generados mediante
ligaciones estadndares, utilizando la enzima T4 DNA Ligase con su respectivo buffer de
reaccién segun las especificaciones del proveedor (Thermo Scientific, Estados Unidos). Los
calculos de relacion de cantidad de masa de inserto/vector se realizaron mediante la
herramienta BioMath Calculators disponible en la web (Promega, Estados Unidos). Todos los
plasmidos resultantes fueron transformados en cepas de E. coli top10 electrocompetentes

preparadas y transformadas mediante el protocolo estandar (Green y Sambrook 2012).

Generacidn de los animales transgénicos mediante microinyeccién

Los animales transgénicos fueron generadores por la técnica de microinyeccion
estandar (Mello y Fire 1995), mediante una colaboracion y estadia en el laboratorio de la
Dra. Claire Bénard, del Departament of Neuroscience, UMass, Worcester, Massachusetts,
Estados Unidos. Para ello, se utilizé un sistema compuesto de un microscopio invertido DIC
Axiovert 135 (Carl Zeiss AG, Germany), un micromanipulador Joystick MN-151 mecanico
(Narishige, Japén) con un brazo H-7 para sostener la micropipeta de inyeccidén y un

microinyector Femtolet express (Eppendorf AG, Germany). Para fabricar las micropipetas de
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inyeccion se utilizaron capilares de vidrio de 100 mm de largo y 1,2 mm de didmetro (World
Precision Instruments, Estados Unidos) y un puller Sutter modelo P-87 (Sutter Instruments,
Estados Unidos). Para mantener los gusanos en el pad de agarosa se utilizd aceite
Halocarbon 700 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

Los constructos fueron inyectados a una concentracién de 50 o 100 ng/ul, con pRF4
(rol-6(su1006)) como marcador a una concentracion de 100 ng/pl en la cepa N2 (wild-type).
Todos los ensayos de luminiscencia fueron realizados con cepas transgénicas con los arreglos
extracromosomales y una linea transgénica integrada con el constructo Psur-5::luc*::gfp se
obtuvo de manera espontdnea (100 % de tasa de transmisién de ambos plasmidos) y fue

seleccionada para experimentos futuros.

Microscopia de fluorescencia

Las imagenes de fluorescencia se realizaron montando nematodos de diferentes
estadios seleccionados bajo una lupa de microscopia SMZ100 (Nikon, Estados Unidos) en
pads de agarosa al 5% sobre portaobjetos. Los nematodos se inmovilizaron con 20 pl de
Azida 50 mM (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y con un cubreobjetos. El patrén de expresién
de cada constructo fue analizado mediante un microscopio Axio Scope.Al (Zeiss, Alemania)
equipado con una fuente de luz X-Cite 120Q (EXFO, Canadd) y una camara Axiocam 506

mono (Zeiss, Alemania).

Cepa de levadura, transformacion y condiciones de cultivo

Para los ensayos de puesta a punto del sistema de luminiscencia bacteriano, se
utilizaron levaduras (Saccharomyces cerevisiae) de la cepa W303-1A, MATa, leu2-3, 112,
ura3-1, his3-11 15, trp1-1, and ade2-1. Las levaduras fueron transformadas con los
plasmidos pLG-luxA-B (ura®, amp), pRS-frp (leu®, amp’) o ambos mediante un tratamiento
con acetato de litio (Gietz y Woods 2002). Las células transformadas fueron seleccionadas a
30°C en placas de agar con medio Yeast Nitrogen Base (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) al
0,67% suplementado con Galactosa 2 % (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y 0,1 % de medio
Synthetic Drop-out (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) sin el complemento de uracilo y/o

leucina para la seleccion de los transformantes. Para los cultivos liquidos, se utilizo el mismo
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medio sin agar y se incubaron las levaduras transformadas a 30°Cy 250 rpm v el crecimiento

fue seguido por absorbancia a 600 nm (DOgqo).

Ensayos de luminiscencia

Ensayo de luminiscencia con el sistema /uxAB

En el caso de las levaduras transformadas con el sistema pLG-luxA-B - pRS-frp, se
realizaron medidas in vivo tomando 200 pl de cultivos de S. cerevisge transformadas con
pRS-frp, pLG-luxA-B 6 pLG-luxA-B+pRS-frp crecidas ON a 30°C y 200 rpm hasta una DOggp = 2.
Los cultivos fueron crecidos con Glucosa 1 % (control negativo) o inducidos con Galactosa 1
% y se utilizd decanal 1 % como sustrato. Una vez agregado el sustrato, se incubd durante 2
minutos y la sefal fue integrada durante 10 segundos, en el rango de los 490 + 40 nm,
utilizando un luminédmetro Synergy HTX Multi-Mode Microplate (BioTek, Estados Unidos) a
30°C. También se realizaron ensayos in vitro, con el objetivo de analizar si la enzima
luciferasa era capaz de resistir a un protocolo de lisado por sonicacidn, que fue realizado a
partir de 500 pl de cultivos de S. cerevisae transformadas con pLG-luxA-B+pRS-frp y crecidos
bajo las mismas condiciones antes mencionadas. La sonicacion se realizé utilizando un
sonicador VCX 130PB Vibra-Cell ultrasonic (Sonics, Newtown, Estados Unidos), en dos ciclos
de 15 segundos, a 40 % de potencia. Se centrifugaron las muestran durante 10 minutos a
5000 rpm y se tomaron 200 pl del sobrenadante. En este caso, la luminiscencia fue
registrada de la misma manera que antes, pero con el agregado de decanal 1 % (Sigma
Aldrich, Estados Unidos) suplementado con FMNH; 10 uM, NADPH 0,1 mM, BSA 0,2 %y 1U
de NAD(P)H:FMN Oxidoreductasa de Photobacterium fischeri (Roche, Alemania).

En el caso de los nematodos, se sincronizaron las poblaciones al mismo estadio
mediante una sincronizacion por el método de cloro y se seleccionar los nematodos L4 para
el registro como se describié durante los métodos generales.

Se realizaron ensayos in vivo con distintas cantidades de nematodos L4 transgénicos
con el constructo Psur-5::luxA®::icr::luxB ::gfp en buffer fosfato pH 7, decanal 1 % (Sigma
Aldrich, Estados Unidos), distintas concentraciones de FMNH; (10-100 uM) y 1U de
NAD(P)H:FMN Oxidoreductasa de Photobacterium fischeri (Roche, Alemania). Una vez
agregado el sustrato, se incubo durante 2 minutos y la sefial fue integrada durante 10-60

segundos, en el rango de los 490 + 40 nm, utilizando un lumindmetro Synergy HTX Multi-
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Mode Microplate (BioTek, Estados Unidos) a 25°C (minima temperatura permitida por el
equipo). Los ensayos in vitro, se llevaron a cabo mediante un lisado de 1000, 2000 y 4000
nematodos adultos transgénicos, sonicados utilizando un sonicador VCX 130PB Vibra-Cell
ultrasonic (Sonics, Newtown, Estados Unidos), en dos ciclos de 15 segundos, a 40 % de
potencia. Se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 5000 rpm para descartar
restos de nematodos y se tomaron 200 pl del sobrenadante. En este caso, la luminiscencia
fue registrada de la misma manera gue antes, pero con el agregado de decanal 1 % (Sigma
Aldrich, Estados Unidos) solo o suplementado con FMNH; 10 uM, NADPH 0,1 mM, BSA 0,2
% y 1 U de NAD(P)H:FMN Oxidoreductasa de Photobacterium fischeri (Roche, Alemania).

Ensayo de luminiscencia con el sistema luc

Los registros de luminiscencia se realizaron en placas de Petri de 35 mm o en placas

multiwell, en ambos casos bajo temperatura y oscuridad constantes.

Ensayo en placa de Petri bajo oscuridad y 20°C

Para este ensayo, 8 poblaciones de 100 nematodos L4 crecidas como se describid
anteriormente (cada poblacidn fue considerada como una réplica bioldgica independiente, n
= 8) fueron seleccionadas manualmente a ZT10 (19 h) y pasadas a 200 ul de buffer M9 como
se describid previamente mediante picado bajo lupa de fluorescencia. Los nematodos se
lavaron dos veces con M9 para remover todas las trazas de bacterias y se transfirieron a
placas de Petri de 35 mm (Greiner Cellstar, Estados Unidos) con 1 ml de medio de
luminiscencia, que fueron selladas con silicona (SYLGARD-184-DOWC, Estados Unidos) para
evitar la evaporacion y la contaminacion del medio de cultivo. El medio de luminiscencia fue
probado con distintas concentraciones de D-luciferina (100 pM, 1 mM y 10 mM) y distintos
agentes permeabilizantes (0,05% de Triton X-100 y 1 % de DMSO). Posteriormente, las
placas fueron colocadas a ZT12 (21 h) en un lumindmetro AB-2550 Kronos Dio (ATTO, Japdn)
y la luminiscencia fue monitoreada en oscuridad constante a 20°C (minima temperatura que
permite el equipo) durante 5 dias. La sefial emitida por los nematodos fue integrada por 1

minuto y registrada con un intervalo de 10 minutos.
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Ensayos de luminiscencia en placa multiwell bajo oscuridad y 25°C

En este caso, poblaciones de 10, 20, 50 y 100 nematodos L4 cada una (cada poblacidn
fue considerada como una réplica bioldgica independiente) fueron seleccionadas
manualmente comenzado a ZT1 (10 h) y pasadas a 200 pl de buffer M9 como se describid
previamente mediante picado bajo lupa de fluorescencia. Las poblaciones de nematodos se
lavaron dos veces con M9 para remover todas las trazas de bacterias y se resuspendieron en
200 ul de medio de luminiscencia (1 mM of D-luciferina y 0,05% de Triton X-100). Luego, se
transfirieron a una placa de 96 wells blanca, de fondo plano (Greiner, Estados Unidos), se
sellé la misma con un film éptico (Microseal B PCR Plate Sealing Film, Biorad, Estados
Unidos) y se realizaron dos perforaciones pequefias con una aguja de 25G estéril, para evitar
la condensacién. El proceso completo de seleccion manual requirid aproximadamente 3
horas para completar 48 wells. Solamente la mitad de los wells fueron utilizados y de
manera intercalada, para evitar la superposicion de la sefial de poblaciones adyacentes, y los
vacios fueron llenados con 200 ul de agua estéril de para reducir la evaporacién y mantener
la temperatura homogénea en toda la placa. Las placas fueron dejadas por 72 h mas adentro
de la incubadora bajo el ciclo LO/FC (18,5°C-20°C) y a ZT12 (21 h) del tercer dia, se colocé la
placa en un lumindmetro Synergy HTX Multi-Mode Microplate (BioTek, Estados Unidos). La
luminiscencia fue monitoreada en oscuridad constante a 25°C (minima temperatura que
permite el equipo) durante 3 dias. La sefial emitida por los nematodos fue integrada por 10

segundos y registrada con un intervalo de 30 minutos.

Ensayos de luminiscencia en placa multiwell bajo oscuridad y 20°C

En este caso, poblaciones 100 nematodos L4 cada una (cada poblacién fue
considerada como una réplica bioldgica independiente) fueron seleccionadas manualmente
comenzado a ZT1 (10 h) y pasadas a 200 pl de buffer M9 como se describid previamente
mediante picado bajo lupa de fluorescencia. Las poblaciones de nematodos se lavaron dos
veces con M9 para remover todas las trazas de bacterias y se resuspendieron en 200 pl de
medio de luminiscencia (1 mM of D-luciferina y 0,05% de Triton X-100). Luego, se
transfirieron a una placa de 96 wells blanca, de fondo plano (Greiner, Estados Unidos), se
sellé la misma con un film optico (Microseal B PCR Plate Sealing Film, Biorad, Estados
Unidos) y se realizaron dos perforaciones pequefias con una aguja de 25G estéril, para evitar

la condensacién. Posteriormente, a ZT12 (21 h) del mismo dia, se colocd la placa en un
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luminémetro Berthold Centro LB 960 microplate luminometer (Berthold Technologies,
Alemania) dentro de una incubadora E-308 (Percival, Estados Unidos) para controlar las
condiciones de temperatura y luz. El software Microwin 2000 4.43 (Mikrotek 2
Laborsysteme, Alemania) fue utilizado para adquirir los datos. La luminiscencia fue
monitoreada en oscuridad constante a 20°C, durante 7 dias. La sefial emitida por los

nematodos fue integrada por 10 segundos y registrada con un intervalo de 30 minutos.

Ensayo de toxicidad por actividad locomotora

Para la realizacion de los experimentos de registro de actividad locomotora,
poblaciones de gusanos N2 (wild-type) se crecieron bajo las mismas condiciones de
entrenamiento antes mencionadas y se sincronizaron al mismo estadio de desarrollo
utilizando el método de cloro antes descripto. Posteriormente, los embriones se
resuspendieron en 3,5 ml de buffer M9, suplementado con Antibidtico-antimicético 1X
(Thermo Fisher Scientific) y 10 pg/ml de tobramicina (Tobrabiotic, Denver Farma) y se
dejaron en agitacion durante 24 horas a 50 rpm en un agitador tipo vaivén (Serie 2014,
Decalab, Argentina) bajo las mismas condiciones de LO/FC (400 lux; 18.5/20°C, A = 1.59C #
0.252C). A las 10 de la mafiana del siguiente dia (ZT1) las larvas que eclosionaron de los
huevos se transfirieron a nuevas placas de NGM sembradas con E. cofi HB101 (4000 L1s por
placa) y se dejaron crecer hasta el estadio L4 por 48 horas en las mismas condiciones. A las
10 de la mafiana (ZT1), se levantaron los nematodos de las placas, se lavaron con buffer M9
para descartar posibles restos de bacterias y poblaciones de 40 nematodos por well se
transfirieron a placas de 96 wells transparente, de fondo plano (Greiner, Estados Unidos)
conteniendo el medio de cultivo desarrollado para luminiscencia pero suplementado con
leche descremada al 2 %. Las placas fueron cubiertas con cinta adhesiva para evitar Ia
evaporacion del medio y se realizaron dos orificios pequefios con aguja estéril de 25G para
evitar la condensacion.

El registro de la actividad locomotora de los nematodos se llevé a cabo mediante un
sistema original desarrollado en nuestro laboratorio (Simonetta y Golombek 2007) con un
equipo basado en haces infrarrojos WMicrotrackert (Phylum Technologies, Argentina), a
18.5°C y en oscuridad constante. Los datos del sistema de registro fueron adquiridos a

intervalos de 1 minuto y agrupados de a 30 minutos para su procesamiento. Las condiciones
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féticas y térmicas fueron controladas con una incubadora 1-291PF (INGELAB, Argentina) y la
temperatura fue monitoreada utilizando Termocrones iButton DS1921H-F5 (Maxim
Integrated, Estados Unidos). Tubos fluorescentes 4xPhilips Daylight TL-D 18W/54-765 1SL

fueron utilizados como fuente de iluminacion (CT = 6200K y CRI = 72 Ra8).

Ensayo de cicloheximida para determinar la vida media

Para la determinacion de la vida media de la proteina LUC::GFP, nematodos
transgénicos con el constructo Psur-5::luc::gfp se crecieron una semana bajo luz constante
(400 lux) a 20°C, con el objetivo de desincronizarlos y evitar cualquier posible fluctuaciéon a
causa de alguna ritmicidad en la determinacidn posterior de luminiscencia. Cuando las placas
se encontraban llenas de hermafroditas adultos con huevos se sincronizaron mediante el
método de cloro (Lewis y Fleming 1995) con el fin de extraer los huevos. Posteriormente, los
embriones se resuspendieron en 3,5 ml de buffer M9 (Na;HPO4 42 mM, KH;P04 22 mM,
NaCl 85,5 mM, MgS04 1 mM), suplementado con Antibidtico-antimicético 1X (Thermo Fisher
Scientific) y 10 pug/ml de tobramicina (Tobrabiotic, Denver Farma) y se dejaron en agitacién
durante 24 horas a 50 rpm en un agitador tipo vaivén (Serie 2014, Decalab, Argentina) bajo
luz constante (400 lux) a 20°C. A las 10 de la mafiana del siguiente dia las larvas que
eclosionaron de los huevos se transfirieron a nuevas placas de NGM sembradas con E. coli
HB101 (4000 L1s por placa) y se dejaron crecer hasta el estadio L4 por 36 horas en las
mismas condiciones. Posteriormente, nematodos L4 que presentaban mayor expresion de
GFP fueron seleccionados manualmente mediante picado bajo una lupa de microscopia
(SMZ100, Nikon, Estados Unidos) equipada con un sistema de epi-fluorescencia basado en
tecnologia LED (Multi-TK-LED, Tolket, Argentina) para evitar el calentamiento sobre la placa.

En este caso, poblaciones de 100 nematodos L4 cada una (cada poblacidn fue
considerada como una réplica bioldgica independiente, n = 4) fueron seleccionadas
manualmente y pasadas a 200 pl de buffer M9 como se describid previamente. Las
poblaciones de nematodos se lavaron dos veces con M9 para remover todas las trazas de
bacterias y se resuspendieron en 200 pl de medio de luminiscencia (1 mM of D-luciferina y
0,05% de Triton X-100). Luego, se transfirieron a una placa de 96 wells blanca, de fondo
plano (Greiner, Estados Unidos), y antes de medir luminiscencia, se agregd vehiculo (etanol)

a 4 wells y 500 pg/ml de cicloheximida (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) (Burkewitz, et al.
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2012) a otros 4 wells (tiempo 0). Se sellé la placa con un film éptico (Microseal B PCR Plate
Sealing Film, Biorad, Estados Unidos) y se realizaron dos perforaciones pequefias con una
aguja de 25G estéril, para evitar la condensacion. Posteriormente, se coloco inmediatamente
la placa en un lumindmetro Berthold Centro LB 960 microplate luminometer (Berthold
Technologies, Alemania) dentro de una incubadora E-30B (Percival, Estados Unidos) para
controlar las condiciones de temperatura y luz. El software Microwin 2000 software 4.43
(Mikrotek 2 Laborsysteme, Alemania) fue utilizado para adquirir los datos. La luminiscencia
fue monitoreada en luz constante constante a 20°C durante 2 horas. La sefal emitida por los

nematodos fue integrada por 10 segundos y registrada con un intervalo de 10 minutos.

Analisis de Datos

Los datos de luminiscencia fueron tomados como datos crudos de cada luminémetro,
se extrajo el ruido de fondo (restando el background) y en el caso de los experimentos
durante varios dias, se normalizaron los niveles de cada registro al valor maximo inicial de
luminiscencia, para poder compararlos entre ellos. Todos los datos fueron expresados como
valores de luminiscencia promedio + SEM, crudos o relativos (URL, unidades relativas de
luminiscencia).

Los datos crudos del sistema de registro de actividad locomotora fueron adquiridos a
intervalos de 1 minuto y agrupados de a 30 minutos para los graficos de actividad y el célculo
de la actividad total promedio + SEM. El ensayo de toxicidad fue analizado por ANOVA de
una via, seguido por un test de Dunnet de comparacion de grupos.

Los resultados de luminiscencia del ensayo de determinacion de la vida media de la
proteina LUC::GFP mediante cicloheximida, fueron analizado a partir de los datos crudos de
sin el ruido de fondo (restando el background) y se normalizaron los niveles de cada registro
al valor maximo inicial de luminiscencia, para poder compararlos entre ellos. Los datos
fueron expresados como valores de luminiscencia relativos (URL, unidades relativas de
luminiscencia) y expresados como el valor promedio + SEM. Para terminar la vida media, se

(-x/t)

realizd un ajuste de la sefial a una exponencial del tipo A.e y se calculd el tiempo

correspondiente (en minutos) para alcanzar el 50% del valor de luminiscencia inicial.
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Resultados

Constructos moleculares

Por cuestiones de extension, de densidad de informacion y de facilidad de lectura,

todos los resultados relacionados con la generacién de los distintos constructos, es decir, los

clonados mediante ingenieria genética, y los correspondientes pasos intermedios que fueron

controlados mediante electroforesis preparativa en geles de agarosa, no fueron incluidos

dentro de la presente tesis. Las secuencias de todos los constructos finales obtenidas

mediante secuenciacion en Macrogen, estan disponibles para su visualizacién en las

siguientes direcciones web:

Constructo

Link

EERRIA [uxA FluxB 3.

https://drive.google.com/open?id=0B7giEW415
y6SV2FITDBmcm1IN3M

EEUER [uxA [ luxB  gfp 3'u-

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5
y6SNIRUQjIXRTRENOU

LESUIECIAl luxA™ IERNUXB™ 3.

https://drive.google.com/open?id=0B7giEW4I5
yBSWXRsOXJOWVFyYmM

O |UxA” ICR IuxB® ofp 3’

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5
y6SbFR2WTIfSOFzdm8

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5
y6SVVh6M{ZVQIBYNJA

Psur-5 . |N[¥[eRxyes

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5
yESWWNTREVIcXpDLWSs

REUIEER luc JICR gip 3’

https://drive.google.com/open?id=0B7qgiEW4I15
y65Zlc3ZmIHdVFnZEE

Psur-5

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5
v6SeFQ2N2JHZm9CZ3M

S luc gfp BEST 3 .

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5
y6SbWINMnNROTzNMTIE
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Sistema de luminiscencia basado en luxAB de Vibrio harveyi

Como primera instancia para poner a punto el sistema de luminiscencia bacteriano,
se utilizé el sistema basado en los pldsmidos plLG-luxA-B y pRS-frp, desarrollados
previamente (Szittner, et al. 2003). El pLG-/luxA-B codifica para los genes luxA y luxB de la
luciferasa de Vibrio harveyi, mientras que el pRS-frp codifica para la NAD(P)H flavina
reductasa, que como se describié previamente, esta implicada en la produccién de FMNH,.

Se registré la luminiscencia de cultivos de S. cerevisiae transformadas con estos
plasmidos, cultivados con Glucosa (control negativo) o el Galactosa (induccién) y crecidos en
agitacidon a 30°C y 200 rpm hasta una DOgy = 2. Después de la adicion de decanal 1%, las
levaduras transformadas con pLG-luxA-B y pLG-luxA-B+pRS-frp mostraron cantidades de
luminiscencias facilmente detectables, con valores mucho mayores para el caso de las que
portaban ambos plasmidos, tal como era esperable debido a la mayor disponibilidad del
sustrato FMNH; (Figura 1.9).

A g10°- 866407 B
8x10°4 [ Glucosa
7x10°4 [ Galactosa
6x10°
5x10° 1
4x10°
3x10° 4

2x10° 1
1x10° -

-1

25359

AN

Luminiscencia (URL)

244 322
109 131

0-

luxAB+frp+Gal

frp luxAB luxAB+frp

Figura 1.9] Luminiscencia emitida por S. cerevisae transformada con distintos constructos. A|
Registros de la luminiscencia emitida por 200 pl de cultivos de S. cerevisae transformadas con pRS-
frp, pLG-luxA-B 6 pLG-luxA-B+pRS-frp crecidas ON a 30°C y 200 rpm hasta una DOgqp = 2. La expresion
fue inducida con Galactosa 1% y se utilizo decanal 1% como sustrato (n = 3). La sedal fue integrada
durante 10 segundos y se muestra el promedio + SEM. B| Arriba, fotografia de alta exposicion en
cuarto oscuro del cultivo liquido correspondiente a las levaduras transformadas con pLG-luxA-B+pRS-
frp, cuya luminiscencia fue observable a simple vista. Abajo, se muestra una exposicion durante 30
segundos a una placa radiografica, de una placa de petri con tres spots de levaduras transformadas
con pLG-luxA-B+pRS-frp y crecidas en medio agar Yeast Nitrogen Base, con Galactosa 1% y con el
agregado de 50 ul de decanal 1% en cada colonia en el momento del revelado.
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Posteriormente, se procedid a analizar lo que sucedia con nematodos transgénicos
con todas las versiones construidas a partir de los genes JuxAB de Vibrio harveyi. Se
generaron por microinyeccion y se analizaron mediante ensayos de luminiscencia in vivo y
microscopia de fluorescencia, al menos dos lineas transgénicas con los constructos Psur-

5::AlLluxAB y Psur-5::1uxAB::gfp. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Constructo inyectado Caracteristicas Resultado

Secuencia luxAB de V.
harveyi con ambas

subunidades fusionadas Ausencia de luz
Psur-5 mediante un linker de 10 detectable tanto in vivo
aminodcidos (Szittner, et al. como in vitro.
2003) bajo intrdn artificial (3’
UTR: let-858).
Secuencia luxAB de V. Ausencia de fluorescencia
- harveyi anterior (Szittner, et | in vivoy de luz detectable
Eliel 1uxA [IuxB gfp 3'.. al. 2003) fusionada ademas a tanto in vivo como in
gfp S65C (3’ UTR: let-858). vitro.

La ausencia de emision de luminiscencia en los nematodos que portaban ambos, el
arreglo extracromosomal solo con /uxAB, y la version fusionada a gfp, construida con el
objetivo de analizar si el constructo /uxAB se estaba expresando en los nematodos, mostré
que este constructo no podia ser transcripto y/o traducido correctamente a partir del
promotor de sur-5. Dado que la secuencia codificante para luxAB provenia de una fusién de
las secuencias luxA y luxB de Vibrio harveyi, la primera hipdtesis que surgié fue que la
magquinaria de C. elegans no era capaz de traducir esta secuencia por diferencias en el uso
de codones entre ambos organismos. Mediante un andlisis bioinformatico, se determind que
este podria ser el caso, ya que el indice de adaptacion de codones (Codon adaptation index,
CAl), que toma un valor de 1 como maximo, era de 0,70 y 0,72 para luxA y luxB,
respectivamente. (Figura 1.10).

Con el objetivo entonces de analizar si esto era lo que afectaba la expresién del
constructo, se generd una version sintética de los ORFs de JuxA y luxB con optimizacidn de
codones para C. elegans, y ademas se decidid optar por una version policistronica, donde
ambas secuencias codificantes estaban separadas por una regién intercistrénica (/CR). La
secuencias de luxA y luxB fueron optimizadas in silico de acuerdo a la frecuencia de uso de
codones de C. elegans utilizando el software “OptimumGene” por GenScript y se obtuvieron

por bioinformatica valores de CAl de 0,84 y 0,83, lo que implicaba una mejora en la
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frecuencia de utilizacién de codones. Ademds, el porcentaje de GC, que se considera como

optimo entre 30-70% fue de alrededor de 45% para ambas secuencias (Figura 1.8).

indice de adaptacién de codones (CAl) de luxA
Antes de la optimimcién Después de la optimizacion
L R
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indice de adaptacion de codones (CAl) de luxB
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E 10 104-
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\ CAl: 0,72 CAl: 0,83

Figura 1.10| Resultados bionformaticos de la optimizacién de codones de /luxA y luxB mediante el
algoritmo OptimumGene de GenScript. A| Indice de adaptacién de codones de luxA y B| de luxB,

antes y después de la optimizacion.

Se microinyectaron entonces los constructos Psur-5::Al::luxA®::ICR::luxB®° y Psur-5::

luxA°::ICR::luxB®::gfp en nematodos N2 y se realizaron los ensayos de luminiscencia de la

misma manera que en el caso anterior. Ademas, se analizd mediante microscopia de

fluorescencia la expresion de gfp en las lineas con Psur-5::luxA®::ICR::luxB::gfp. Los

resultados obtenidos se muestran en la tabla a continuacion:

Constructo inyectado Caracteristicas

Resultado

Secuencias de luxA y B de

V. harveyi optimizada para

1A luxA” ICR JuxB® 3. C. elegans, separadas por

una region intercistrdnica

(ICR), bajo intrén artificial
(3’ UTR: let-858).

Ausencia de luz
detectable tanto in
vivo como in vitro.
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Constructo inyectado Caracteristicas Resultado

Fluorescencia

Secuencia luxAB observable en todos

optimizada anterior los estadios larvales,

Psur-5 fusionada ademas a gfp pero ausencia de luz
S65C (3’ UTR: let-858). detectable tanto in

vivo y como in vitro.

La expresion de gfp en los nematodos transgénicos para  Psur-
5::0uxA®::ICR::luxB®::gfp fue indicativo de que la optimizacién de codones fue eficiente y
permitié que la maquinaria de C. elegans fuera capaz de transcribir y traducir el constructo
de interés (Figura 1.11). La expresién del transgen fue detectable en la mayor parte de las
células del nematodo adulto, incluyendo neuronas, hipodermis, musculo, células precursas
de la vulva (VPCs), muchas células de la faringe y algunas de las gdnadas somdticas. La
intensidad de la expresion fue variable entre las distintas células, siendo las intestinales y
excretorias siempre muy brillantes, mientras que las neuronas normalmente mostraron
patrones mas tenues. El reportero luc::gfp se expresd ademds en todos los estadios del
desarrollo, desde estadios embrionarios tempranos de apenas algunas horas en el huevo y
se mantuvo siempre encendido hasta el estadio adulto. Esto fue consistente con lo esperado
de acuerdo a bibliografia (Gu, et al. 1998).

Sin embargo, no fue posible detectar luminiscencia, en ninguna de las condiciones
ensayadas. Por la fluorescencia detectada fue posible saber que al menos luxB“::gfp se
estaba traduciendo correctamente, y como el elemento /ICR proviene del operon CEOP5428,
el cual se transcribe como un Unico pre-ARNm, que luego sufre trans-splicing por la region

intercistronica, se puede sospechar que luxA® al menos se estaria transcribiendo porque de

lo contrario no se hubiera visto expresion de luxB“::gfp.

Figura 1.11| Microscopia de fluorescencia de nematodos transgénicos con el constructo Psur-
5::uxA®::ICR::luxB*::gfp. A| Nematodo de estadio L4. B| Nematodo de estadio joven adulto. C|
Nematodo adulto de aproximadamente 2 dias, donde se visualizan también embriones portando el
arreglo extracromosomal. Barra de escala, 50 um.
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Sisterma de luminiscencia basado en luc de Photinus pyralis

Como se describid durante la introduccion del capitulo, ya existian reportes de la
expresion exitosa de la enzima luciferasa de Photinus pyralis en el nematodo, bajo el
promotor del gen let-858 o del gen sur-5, ambos promotores fuertes, ubicuos y que se
expresan de manera constitutiva a lo largo de todo el desarrollo, y en todos los casos en
versiones fusionadas a gfp. Con el objetivo entonces de evaluar la viabilidad de este sistema
para estudiar ritmos circadianos in vivo y por periodos largos de tiempo (dias), se tomé como
punto de partida esta informacién disponible y se construyeron un plasmido codificante para
psur-5::luc::gfp como control positivo, y varias otras versiones con distintas combinaciones
de elementos génicos. El fin era encontrar el mejor constructo que nos permitiera estudiar
en el futuro ritmos de expresién génica en estadio adulto, dejando de lado efectos del
desarrollo. Dado que en el laboratorio ya teniamos muchos afos de experiencia en el analisis
de actividad locomotora en nematodos adultos por 8-10 dias, y en un medio liquido axénico,
sin necesidad de la adicion de bacterias, previamente desarrollado para tal fin, se tomd esta
informacién como base para encontrar la condicién ideal en la fuera posible mantener
nematodos vivos durante varios dias y registrar luminiscencia de manera constante.

Se comenzd entonces con un medio de cultivo base, compuesto por parte de la
formulacion original que ya se utilizaba para medir actividad locomotora en el laboratorio
(Simonetta y Golombek 2007) (medio Leibovitz's L15, supplementado con antiobiéticos, 40
UM de 5-fluoro-2'-deoxiuridina (FUdR) para evitar el desarrollo de nuevos embriones y 5
mg/ml de colesterol) y se fueron cambiando algunos componentes con el fin de optimizarlo
para el registro de luminiscencia. Particularmente se retird el fenol rojo del medio original
L15, se elimind la leche descremada al 2% para permitir que el medio fuera mas translicido
y se agregd tobramicina al mismo para evitar la contaminacion con Pseudomonas. Se
probaron ademas los distintos compuestos normalmente utilizados para aumentar la
permeabilizacion de la cuticula (Triton X-100 0,05% y DMSO1%) (Lagido, et al. 2001; Duerr
2006) y distintas cantidades del sustrato (100 uM, 1 mM y 10 mM). En este punto, se decidio
dejar de lado en primera instancia la idea de utilizar bacterias en el medio de cultivo de los
nematodos, ya que esto podria resultar en mucho ruido de fondo, contaminaciones y la

posibilidad del ingreso de la D-luciferina mediante la alimentacion (Olmedo, et al. 2015), lo
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cual haria que la emisién de luz estuviera altamente ligada a la actividad metabdlica y no a la
expresion génica.

Se generaron entonces las distintas lineas transgénicas de los constructos de interés
mediante microinyeccion, y se analizé primero la cantidad de luminiscencia detectada de
100 nematodos L4 de las distintas versiones, primero utilizando una base con medio de
cultivo Leibovitz's L-15 sin indicador de pH fenol rojo (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos), supplementado con Antibidtico-antimicotico 1X (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos), 40 uM de 5-fluoro-2'-deoxiuridina (FUdR) para evitar el desarrollo de nuevos
embriones, 5 mg/ml de colesterol, 10 pg/ml de tobramicina (Tobrabiotic, Denver Farma,
Argentina), 1 mM de D-luciferina (Gold Biotechnology, Estados Unidos) y 0,05% de Triton X-
100. Se analizaron 2 lineas independientes con cada constructo y una linea que se integro
espontaneamente con el constructo Psur-5:luc::gfp. Los resultados obtenidos fueron
bastante concisos, y mostraron que los nematodos que llevaban el constructo Psur-5::luc
solo no emitieron luz detectable bajo ninguna condicién, mientras que las adicion de un
intron artificial en cis mejoro ligeramente la expresion y la fusion con gfp S65C, la cual posee
tres intrones artificiales dentro del ORF, incrementé notablemente la cantidad de
luminiscencia. La cuarta version, basada en la separacion entre el ORF de luciferasa y el de
gfp por una regidn intercistronica, si bien también fue generd niveles detectables de luz, fue
menos eficiente que las anteriores, por lo resultd claro que los intrones en trans de gfp no

fueron suficientes para aumentar la expresién del ORF de la luciferasa (Figura 1.12).
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En cuanto al patrén de expresion de fluorescencia, se observd un partrén similar al
antes descripto para la construccidn con la enzima /ux, ubicuo y en la mayor parte de las
células, consistente también con lo descripto en bibliografia (Gu, et al. 1998). Ademas, no se
observaron discrepancias evidentes entre los constructos Psur-5:luc::ICR::gfp y Psur-
5::uc::gfp, de manera que aln cuando la luciferasa no alcanzd los mismos niveles, la
expresion de gfp fue equiparable en ambas lineas transgénicas bajo microscopia de

fluorescencia (Figura 1.13).

Figura 1.13| Microscopia de fluorescencia de nematodos transgénicos con el constructo Psur-
luc::gfp. A| Nematodo de estadio L3. B|] Nematodo de estadio joven adulto. C| Nematodo adulto de
aproximadamente 2 dias, donde se visualizan también embriones portando el arreglo
extracromosomal. Barra de escala, 50 um.

Determinacién del medio éptimo para el registro continuo de luminiscencia

Con estos resultados, se optd por seguir la caracterizacion posterior del sistema con
la version Psur-5::luc::gfp que resultd ser la mas eficiente, dado que para realizar medidas a
largo plazo era muy importante tener cantidades detectables de luz durante varios dias. Se
probaron entonces distintas condiciones de permeabilizacion de acuerdo a lo que existia en
bibliografia (Triton X-100 0,05%, DMSO 1% o ambos) con una concentracién 1 mM de D-
luciferina y se registraron 100 nematodos desde estadio L4 a 20°C continuamente durante 5
dias. Estos resultados mostraron que el Tritén X-100 0,05% solo (sin DMSQ) fue suficiente
para generar niveles altos de luminiscencia, los cuales fueron mayores a largo plazo a los
obtenidos solo con DMSO 1% o una mezcla de ambos (Figura 1.13). Esto puede ser
consistente con una mayor permeabilizacion por parte del Triton X-100 solo o ser

consecuencia de efecto de toxicidad del DMSO 1%.
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Entonces, se repitié el mismo ensayo solo con Tritén X-100 0,05%, pero esta vez con
dos concentraciones nuevas de luciferina: 100 pM y 10 mM. Durante las primeras medidas,
los nematodos con 10 mM mostraron valores iniciales mas altos de luz con respecto a la
concentracién 1 mM, pero la sefial luego cayo rapidamente y fue mas baja durante el primer
dia, equiparando a tiempos mas largos a la sefial de la concentracion 1 mM. Con respecto a
los nematodos incubados con 100 M, la sefial fue mas baja durante los primeros tres dias
que la mostraba por 1 mM de luciferina, pero a tiempos largos resultd ligeramente mas
estable (Figura 1.14).

— DMSO 1% + Tritén 0.05% + D-luc. 1 mM
Tritén 0.05% + D-luc. 1 mM

e DMSO 1% + D-luc. 1 mM

—— Tritén 0.05% + D-luc. 100 yM

o~ Triton 0.05% + luciferina 10 mM

1.0

0.8
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Figura 1.14| Luminiscencia emitida por nematodos transgénicos para Psur-5::luc::gfp, con distintas
condiciones en el medio de cultivo. La luminiscencia fue registrada a partir de 100 nematodos L4 de
la linea nimero 1 que mostré mayores niveles de luz previamente, a 20°C y en oscuridad constante.
La sefial fue integrada durante 1 minuto, 10 minutos después de afiadirles el medio de luminiscencia.
El gréfico mas pequefio dentro del principal muestra en mayor detalle el registro de luminiscencia a
partir del primer dia del experimento. Le sefial mostrada corresponde al promedio + SEM (n = 4).
URL: Unidades relativas de luminiscencia.

Si el sustrato fuera totalmente inocuo para los nematodos, estos perfiles serian
consistentes con la bioguimica de la reaccidn catalizada por la luciferasa. A mayores
cantidades de sustrato disponible, mas rdpido ocurre la reaccién con las moléculas de
enzimas acumuladas hasta el momento inicial y se genera el subproducto oxiluciferina, el
cual forma un completo inhibitorio reversible con la enzima, impidiendo que ésta siga
reaccionando con nuevas moléculas del sustrato (Van Leeuwen 2000), Esto podria explicar la
caida mas brusca de la sefial con la concentracion 10 mM. Después, la enzima secuestadra

comienza a liberarse y es degradada, y al mismo tiempo se produce la sintesis de enzima
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nueva, que comienza a reaccionar nuevamente con el sustrato. En el caso de luciferina 10
mM, hay una cantidad tan excesiva de sustrato que es capaz de titular toda la enzima
acumulada durante el crecimiento y consumir ya parte de las moléculas nuevas que se estan
sintetizando durante el primer dia. Sin embargo, después de 24 horas de registro, los niveles
de luz son equiparables a la concentracién 1 mM. Es decir, alin cuando con esta ultima
concentracion toma mads tiempo consumir y degradar todas las enzimas previamente
acumuladas, a la larga, ambas concentraciones podrian ser igualmente Utiles para el registro.
Para ello, solo seria necesario descartar el primer dia completo de datos por el efecto previo
de acumulacion de enzima. En el mismo sentido, la menor cantidad de luz mostrada con la
concentracion 100 pM durante los primeros dias, implica que no se llegd al nivel necesario
de sustrato saturante para consumir y ayudar a la degradacidn de todas las moléculas de
enzima acumuladas previamente durante el crecimiento. Este efecto es mucho mas
prolongado a largo plazo y la sefal alcanza los niveles mostrados con luciferina 1 mM recién
al tercer dia de registro, implicando que se arrastraria mucho ruido de fondo y la sefial sigue

estando contaminanda con la enzima vieja.

Ensayo de toxicidad por actividad locomotora

Para analizar si la combinacién de Tritdn X-100 0,05% vy de luciferina 1 mM vy las otras
opciones de agentes permeabilizantes, afectaban la viabilidad de los nematodos a largo
plazo, se realizaron ensayos de toxicidad mediante el registro de actividad locomotora. Para
ello, se utilizo un equipo basado en 4 haces infrarrojos que atraviesan cada well de una placa
96 wells, que son interrumpidos por los nematodos cuando se mueven en el medio liquido.
Cada vez que los nematodos atraviesan estos haces, estos datos son registrados como
unidades de actividad por una computadora. De esta manera, si el compuesto es toxico, los
nematodos tenderdan a moverse menos, y esto se vera reflejado en la cantidad total de
actividad o en la media a lo largo del ensayo. Mediante este método, se registro la actividad
de nematodos N2 (wild-type), durante 5 dias a 18°C, en poblaciones de 40 animales por well,
condiciones optimas para esta técnica (Simonetta y Golombek 2007; Herrero, et al. 2015).
Cabe aclarar, que los nematodos transgénicos microinyectados con el marcador pRF4 no
fueron utilizados para el ensayo, porque no eran capaces de nadar correctamente en el

medio liquido por su movimiento circular debido al fenotipo roller.

102



Capitulo |

Los resultados revelaron que, mientras que la adicidn de Tritén X-100 0,05% al medio
no generd un cambio en el patrdn general de actividad con respecto a la situacion control
(D- luciferina 1 Mm), la presencia de DMSO 1% o la combinacion de ambos agentes
permeabilizantes fueron toxicas para los animales, y mostraron una reduccion significativa
en la cantidad total de actividad a lo largo de todo el ensayo (Figura 1.15).

Compilando todos los resultados obtenidos, el medio 6ptimo elegido para futuros
registros fue el medio de cultivo celular L15 base descripto anteriormente, con la adicién de
D-luciferina 1 mM como sustrato y de Tritén X-100 0,05% como permeabilizante. Es
importante aclarar que el detergente fue también importante experimentalmente para
facilitar la manipulacién y el lavado de los nematodos para descartar restos de bacterias y
para las medidas de luminiscencia, ya que evita que los mismos queden adheridos por la
carga presente en la cuticula al plastico de los tips de las micropipetas y se pierdan

individuos durante el pipeteo.
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Figura 1.15| Actividad locomotora registrada de nematodos N2 bajo distintas condiciones en el
medio de cultivo. A| Patron de actividad registrado a partir de 40 nematodos L4 de la cepa N2 (wild-
type), ya que los animales transgénicos generados por microinyeccion presentaban fenotipo roller, y
por ende no eran capaces de nadar correctamente en medio liquido. Se utilizé una temperatura de
18°C y oscuridad constante. La sefial fue registrada cada 1 minuto en cada well y los datos fueron
graficados en bloques de 30 minutos. Le sefial mostrada corresponde al promedio + SEM (n = 12). B|
Actividad total relativa obtenida como un promedio de la actividad total de los 12 wells, y su
correspondiente error estandar. La actividad total fue significativa mas baja en el medio de cultivo
con DMSO 1% y Triton X-100 0,05% + DMSO 1% con respecto al control, que solo tenia el sustrato (D-
luciferina 1 mM). ***P < 0.001 vs control, ns: no significativo; ANOVA seguido de un test de
comparaciones de Dunnet.

103



Capitulo |

Determinacion de la cantidad 6ptima de nematodos a registrar en ensayos poblaciones

Para determinar el numero de individuos optimo a registrar a fin de obtener una
sefial detectable y analizable durante varios dias, se realizé un ensayo con poblaciones de
distintas cantidades de gusanos (10, 20, 50 y 100), que fueron entrenados bajo el ciclo LO/FC
(18.5/20°C, A = 1,5 + 0,125°C) hasta estadio L4. Luego, las poblaciones fueron pasadas a
placas mutiwell con el medio de luminiscencia y registradas a oscuridad constante y 25°C en
un luminémetro BioTek Synergy HTX Multi-Mode Microplate (minima temperatura que
aceptaba el luminédmetro utilizado). Los resultados obtenidos mostraron que parecia haber
una oscilacién circadiana, al menos durante los primeros dos dias, pero que solo podia ser
visualizada a partir de los datos crudos con 50 y 100 nematodos. Sin embargo, entre ellos,
una proporcion mas grande de las poblaciones con 100 nematodos mostraron oscilaciones,
por lo que se decidié continuar con éste numero en futuros ensayos. Ademads, la
temperatura fue demasiado alta para los animales, y generé una evaporacion muy grande

del medio y la muerte de la mayoria de los individuos al dia 4 del ensayo (Figura 1.16).
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Figura 1.16| Luminiscencia emitida por poblaciones de distintas cantidades de nematodos
transgénicos con Psur-5:luc::gfp bajo condiciones constantes. A| Registro de luminiscencia de
poblaciones de 10, 20, 50 y 100 nematodos bajo oscuridad y 25°C. La sefal mostrada corresponde al
promedio + SEM (n = 8). B| Registro de luminiscencia de dos poblaciones representativas de B, con
50 (linea verde) y 100 nematodos (linea azul). URL: Unidades relativas de luminiscencia.

Ensayo de cicloheximida para determinar la vida media de la proteina LUC::GFP

Como se describid en la introduccién, una caracteristica de gran relevancia a la hora

de utilizar reporteros para medir expresion génica in vivo, es la necesidad de que la proteina
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tenga una vida media corta (por lo general menor a 3 horas) de manera tal que la sefial
emitida por el reportero sea directamente proporcional a la cantidad de proteina nueva
sintetizada constantemente.

Con el objetivo de analizar la vida media de la proteina expresada por los nematodos
transgénicos a partir del consructo Psur-5:luc::gfp, se realizd un ensayo clasico con
cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica cominmente utilizado para este fin. Para
ello, poblaciones de 100 nematodos L4 fueron incubadas desde tiempo 0 con vehiculo
(etanol puro) o 500 pg/ml de cicloheximida y se monitored la luminiscencia cada 10 minutos

durante 2 horas. Luego se realizé un ajuste utilizando la funcién exponencial Y = A.e"*?

y se
determind el tiempo necesario para que la luminiscencia cayera hasta el 50% de su valor
inicial (vida media). Con este ajuste, se estimd que la vida media en presencia de
cicloheximida fue de aproximadamente 100 minutos (Figura 1.17). Esta degradacion
relativamente rapida de la proteina LUC::GFP en un tiempo menor a las 2 horas demostré

que podia ser utilizada perfectamente como reportero transcripcional para ensayos

circadianos.
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Figura 1.17| Determinacion de vida media de la proteina LUC::GFP. A| luminiscencia registrada a
partir de 100 nematodos L4 de la linea nimero 1 (que previamente mostré mayores niveles de luz) a
20°C y en luz constante. A tiempo cero, los nematodos recibieron vehiculo (etanol) 6 500 pg/mil de
cicloheximida. La sefial fue integrada durante 10 segundos, cada 10 minutos y se muestra el
promedio + SEM (n = 4). URL: Unidades relativas de luminiscencia. B| Ajuste realizados para estimar
la vida media de la proteina después de la inhibicién de la sintesis proteica, utilizando la férmula
exponencial Y = A.e™" R?=0.99, vida media 100 minutos.

Finalmente, y aun cuando los resultados de vida media fueron muy satisfactorios, se

realizd un dltimo experimento utilizando nematodos transgénicos para el constructo Psur-
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5::luc::gfp::PEST. Como se describio durante la introduccién, la secuencia sefial PEST codifica
para un péptido rico en Prolina-Glutamina-Serina-Treonina que confiere degradacion rapida
a la proteina de interés, y mediante estudios previos en nematodos se determind que la
fusion gfp::PEST tiene una vida media de menos de 1 hora in vivo (Frand, et al. 2005). Con el
objetivo de comparar los patrones de emisién de luminiscencia de nematodos con la versidn
normal Psur-5:luc::gfp y con la fusion al péptido PEST, se registrd la luminiscencia de
poblaciones de 100 nematodos L4 en condiciones de oscuridad constante a 20°C, durante 7
dias. Tal como se esperaba, los niveles de luminiscencia fueron ligeramente mas altos
durante los primeros dias para los nematodos con el constructo Psur-5::luc::gfp, de vida
media esperada mas larga. Ademas, Psur-5::luc::gfp::PEST mostré una caida mas brusca de la
sefial, indicando que la degradacidn de la luciferasa fue mas rapida con este constructo, lo
cual debe estar relacionado con una menor acumulacion de la enzima. Sin embargo, a
tiempos largos el patrén de la sefial fue muy similar con ambos constructos (Figura 1.18). Es

de destacar, que a esta temperatura mas baja, la sefial fue detectable por al menos 8 dias.
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Figura 1.18| Luminiscencia emitida por nematodos transgénicos con Psur-5:luc:gfp y Psur-
5::luc::gfp::PEST. La luminiscencia fue registrada a partir de 100 nematodos L4 de la linea numero 1
de Psur-5::luc::gfp que previamente mostré mayores niveles de luz y a partir de dos lineas distintas
Psur-5::luc::gfp::PEST, a 20°C y en oscuridad constante. La sefial fue integrada durante 10 segundos y
medida en intervalos de 30 minutos. El grafico mas pequefio dentro del principal muestra en mayor
detalle el registro de luminiscencia a partir del segundo dia del experimento. La sefial mostrada
corresponde al promedio + SEM (n = 12). URL: Unidades relativas de luminiscencia.
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Discusién

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre del suelo, ampliamente
estudiado y empleado como modelo para neurociencias, genética, biologia del desarrollo, y
otras areas. Sin embargo, el estudio de los ritmos circadianos en el nematodo esta recién
dando sus primeros pasos y los mecanismos subyacentes de las bases moleculares que
conforman el reloj central aun son desconocidos. C. elegans es un modelo muy atractivo y
que presenta muchas ventajas para el estudio de la cronobiologia, ya que se trata de un
organismo con un genoma totalmente secuenciado, que posee un sistema nervioso
compacto y simple y del cual se conoce el conectoma completo, y especialmente por la
facilidad con la que puede ser manipulado genéticamente. En este sentido, en los ultimos
afios se han descripto numerosos procesos fisiolégicos bajo regulacion circadiana a
diferentes niveles, tales como ritmos en actividad locomotora (Simonetta y Golombek 2007;
Simonetta, et al. 2009; Herrero, et al. 2015; Winbush, et al. 2015), distintos
comportamientos fisiologicos (tasa de defecacion, tasa de bombeo faringeo, olfaccién)
(Simonetta, et al. 2008; Olmedo, et al. 2012); metabolismo (tolerancia a estrés bidtico y
abidtico, consumo de oxigeno y alimento) (Simonetta, et al. 2008; Migliori, et al. 2011;
Romanowski, et al. 2011), actividad proteica y regulaciéon humoral (sintesis de melatonina y
estado redox de peroxirredoxinas) (Edgar, et al. 2012; Migliori, et al. 2012; Olmedo, et al.
2012) y algunos pocos de expresién génica (van der Linden, et al. 2010; Olmedo, et al. 2012).
Ademas, en un estudio bioinformatico exhaustivo realizado recientemente en nuestro
laboratorio se han identificado diversas proteinas que muestran una alta homologia con
componentes de otras especies. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados hasta el
momento consistieron en una descripcion de outputs circadianos, aplicando métodos
cldsicos in vitro o registros de comportamientos, que presentan en la mayoria de los casos
limitaciones para estudios por periodos largos de tiempo, en términos de sensibilidad,
precision y reproducibilidad. Ademas, si bien aportaron mucha informacion valiosa acerca de
la existencia fehaciente de un reloj bioldgico en C. elegans, fueron mayormente descriptivos,
sin ahondar en mecanismos moleculares. Por otro lado, mostraron que no se trata de un
organismo simple de estudiar desde la perspectiva circadiana, ya que muchas de las
hipotesis acerca de la existencia de posibles mecanismos homdlogos de regulacion fueron

descartadas en el nematodo, especialmente las relacionadas con el rol de los genes
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homaélogos a otros genes reloj, que no se han podido vincular de ninguna manera con el
mecanismo molecular del reloj central y por el contrario tienen papeles esenciales en el
programa de desarrollo del nematodo (Chan, et al. 2003; Qin y Powell-Coffman 2004;
Tennessen, et al. 2006). Frente a los desafios que nos plantea el modelo de estudio y la
necesidad imperante de ir mas alla de lo que ya conocemos y comenzar por fin a armar el
rompecabezas que nos permita vincular todas las variables conocidas de salida del reloj de C.
elegans con el fundamento molecular que las origina, se plantea entonces la necesidad de
desarrollar un método nuevo, reproducible, sensible, confiable y capaz de adaptarse a la
biologia del nematodo, atipica en muchos sentidos, con respecto a otros organismos modelo
estudiados en cronobiologia. Como se dijo anteriormente, la utilizacion de los sistemas
reporteros basados en luminiscencia a lo largo de la historia de la cronobiologia ha resultado
ser muy exitosa para elucidar nuevos mecanismos y componentes moleculares del reloj de
muchos organismos modelo. Debido a que nunca antes se ha considerado esta opcion en el
nematodo y que muchas técnicas clasicas fueron probadas sin demasiado éxito, se plantea la
idea original de emplear por primera vez este sistema para estudiar la regulacion de la
expresion génica circadiana.

Poner a punto un sistema nuevo en cualquier area de investigacion representa
siempre un gran desafio y se debe ser muy metddico; por esta razén se enfocd esta etapa de
la tesis doctoral al trabajo en paralelo en dos sistemas luminiscentes naturales disponibles:
el sistema bacteriano basado en los genes lux de Vibrio harveyi y el sistema mas utilizado
como reportero, basado en el gen luc de la luciérnaga Photinus pyralis. Para ello, se
construyeron entonces distintas estrategias moleculares para lograr niveles de expresion
gue permitieran el registro de luz a partir de poblaciones de nematodos adultos in vivo y
durante varios dias. Se decidid elegir un sistema de expresion basado en un plasmido
comercial, muy utilizado y altamente eficiente para C. elegans (pPD158.87), donde la
expresion es dirigida por el promotor del gen sur-5, el cual también es muy empleado por
tratarse de un promotor fuerte, de expresion ubicua y constitutivo a lo largo de todos los
estadios de desarrollo. Ademas, este promotor ya habia sido probado y demostré ser
funcional con el sistema eucariota fuc (Lagido, et al. 2008), por lo que nos daba la ventaja de
conocer previamente que la luminiscencia emitida por nematodos transgénicos con este
constructo podia ser detectada con equipos convencionales. En cuanto a la regulacion

circadiana de este gen, se habia publicado previamente un estudio poblacional high-
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throughput realizado con microarrays (van der Linden, et al. 2010), donde sur-5 no mostraba
ritmos de transcripcidn bajo ciclos de luz-oscuridad o temperatura baja-alta. La region 3’UTR
del gen let-858, presente en el vector pPD158.87 pero no en otros del mismo kit comercial,
fue elegida especificamente porque el gen /et-858 no habia mostrado ser ritmico en el
mismo estudio bajo ninguna condicién. Por el contrario, la region 3'UTR del gen unc-54,
presente en muchos de los otros vectores comerciales que también portan el promotor de
sur-5, fue descartada porque este gen si mostrd una transcripcion circadiana bajo ciclos de

luz-oscuridad (van der Linden, et al. 2010).

Sistema de luminiscencia basado en luxAB de Vibrio harveyi

Inicialmente, se decidié optar por el sistema basado en el operén fux bacteriano de
Vibrio harveyi, y analizar la viabilidad del mismo tomando como control positivo un sistema
de pldsmidos que habian sido reportados como funcionales en levaduras, y que contenian
los genes JuxAB codificantes para la enzima luciferasa y frp, que expresaba la NADP(H)
oxidoreductasa, encargada de generar el sustrato FMNH,.

La version fusionada de los genes JuxA y luxB a partir de las secuencias wild-type de
Vribrio harveryi no fueron correctamente expresados por C. elegans y esto no se pudo
revertir utilizando la estrategia de fusidn a gfp, para aportar en marco intrones en cis que
mejoraran la transcripcion. La segunda alternativa fue entonces la expresiéon de una version
sintética optimizada en codones para C, elegans, donde cada ORF fue separado mediante
una region intercistronica (/CR), mimetizando el funcionamiento del operédn CEOP5428,
elemento que ya habia sido probado con éxito para co-expresar en tandem y bajo el mismo
promotor distintas proteinas (Lee, et al. 2010). Mediante la fusién Psur-
5::JuxA®::ICR: :luxB®::gfp, fue posible hallar expresidn de gfp, confirmando que la versién
optimizada fue expresada correctamente en el nematodo. Sin embargo, no fue posible
detectar emision de luminiscencia a partir de nematodos transgénicos con este constructo,
en ninguna condicién in vivo o in vitro de concentracién de decanal, FMNH,, o cantidades de
gusanos ensayadas. Por |la forma esperada de trascripcidn de este constructo como una pre-
ARNm policistrénico debido a la presencia del ICR, y porque el ORF luxB®::gfp fue traducido
correctamente generando fluorescencia, las principales hipétesis que pueden explicar la

ausencia de luz detectable son a) una expresion ineficiente de la secuencia JuxA“ y, por
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ende, la ausencia de disponibilidad de ambas subunidades necesarias para reconstutir in
vivo la enzima dimérica o bien b) un plegamiento incorrecto de ambas subunidades in vivo
ya sea por un contexto celular inapropiado en C. elegans o bien por la presencia de gfp en
luxB*, que podria generar un impedimiento estérico.

Para descartar entre ambas hipotesis, son necesarios mas estudios de
caracterizacion. Para poder determinar si existe un problema de expresidon de luxA®, se
necesitan mas caracterizaciones moleculares a partir de los nematodos transgénicos,
mediante ensayos de RT-PCR y PCR en tiempo real de ambos cistrones y a nivel de proteina,
analisis de western blot con anticuerpos anti luxA“ y anti gfp para detectar JuxB®::gfp. Este
ensayo no pude ser realizado por el momento, porque no existen anticuerpos disponibles
contra fuxA y luxB. Una opcidn directa para evaluar si el problema es una expresion
deficiente de [uxA® seria comparar los niveles de ARN mensajero de nematodos
transgénicos para Psur-5:JuxA“::ICR::luxB“::gfp con otros inyectados con una tercera
version Psur-5::luxA“::DsRed::ICR::luxB::gfp, donde la expresion de luxA® deberia mejorar
por los intrones en cis de DsRed. Sin embargo, puede ocurrir que la presencia de ahora dos
proteinas fluorescentes fusionadas con los ORFs de JuxA®® y luxB® impidan que la enzima
pueda reconstituirse correctamente in vivo, algo que debera ser analizado mediante ensayos
de luminiscencia in vivo e in vitro. Finalmente, si este fuera el caso, se debera pensar en una
nueva estrategia de modificacion de las secuencias luxA“® y luxB® donde cada ORF sea
interrumpido con intrones artificiales a lo largo del marco, tales como los presentes en la
variante de gfp S65C utilizada en nematodos. Para ello, sera necesario realizar estudios
bioinformaticos para encontrar cuales serian los mejores sitios de insercidén de acuerdo al
entorno necesario para que esos intrones funcionen correctamente como lo hacen en gfp y
luego estrategias moleculares mediante fusion por PCR o una nueva sintesis para generar el
nuevo constructo y microinyecciones para evaluar su expresion in vivo.

En cuanto a la posibilidad de que esta enzima nunca llegue a plegarse y a adoptar la
conformacion funcional in vivo, no tenemos ninguna seguridad, pero existen diversos
estudios donde se ha demostrado no solo la actividad de la enzima luciferasa bacteriana in
vivo sino la expresion exitosa de todo el cassette del operdn bacteriano en levaduras, células
de mamifero y roedores (Gupta, et al. 2003; Szittner, et al. 2003; Eldridge, et al. 2007; Close,
et al. 2010; Tehrani, et al. 2014). Esto es de gran importancia, ya que la principal ventaja de

este sistema con respecto al eucariota, y la razén por la cual se eligié probarlo en C. elegans,
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es la de conocer las secuencias codificantes para las distintas enzimas de la via metabdlica
involucradas en las produccion de los sustratos necesarios para la reaccion. Esto posibilitaria
la generacion de nematodos bioluminiscentes que emitan luz de manera autonoma vy
mantenida en el tiempo, sin la necesidad de afiadir sustratos exdgenos, evitando problemas
de permeabilidad de cuticula y de toxicidad.

Sin embargo, y después de intentar varias alternativas, todas sin éxito, en este punto
se considerd que quizas no valia la pena seguir buscando exhaustivamente las razones por
las que el sistema no funcionaba en el nematodo, y optar por un método alternativo que nos
permitiera registrar ritmos de expresién génica, que era en definitiva el objetivo final del

trabajo.

Sistema de luminiscencia basado en luc de Photinus pyralis

En el momento de iniciar esta tesis, ya existian dos trabajos que reportaban la
expresion existosa de la luciferasa codificada por el gen luc de Photinus pyralis, bajo
promotores de los genes let-858 y sur-5, y en todos los casos de manera fusionada a gfp
(Lagido, et al. 2001). Dado que estas cepas no estaban disponibles en el Caenorhabditis
Genetics Center y tampoco fue posible obtener ninguna a través del contacto con los autores
de los trabajos, se construyé una version similar de novo con el constructo Psur-5::luc::gfp,
como control positivo para la puesta a punto del sistema. Dado que en estos trabajos no se
explicaba con demasiado detalle la razén por la cual el ORF de la luciferasa habia sido
fusionado a gfp, v teniendo en cuenta que el objetivo final de este trabajo era utilizar el
sistema como reportero de expresion génica aprovechando la vida media corta de la
luciferasa, no parecia conveniente en primera instancia una construccion fusionada a gfp,
por la gran estabilidad que normalmente posee GFP in vivo (Corish y Tyler-Smith 1999).

Se construyeron entonces distintos plasmidos basados en el ORF de la luciferasa de
Photinus pyralis del vector comercial PGL3 de Promega, para analizar los niveles de
expresion de la luciferasa fusionada a distintos elementos génicos, y se encontré que la
secuencia codificante de la enzima por si sola, no se expresaba de manera suficiente como
para poder detectar emision de luz. Mediante distintas combinaciones de intrones
artificiales en cis y en trans, muy utilizados para inducir mecanismos de splicing del ARN

mensajero y de esta manera aumentar la transcripcién en C. elegans (Fire, et al. 1990; Fire,
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et al. 1998; McNally, et al. 2006), se determind que el constructo mas eficiente para
expresar la proteina de interés era efectivamente el que contenia la luciferasa fusionada a
gfp. De esta manera se concluyd que era necesaria la presencia de intrones artificiales
dentro del marco abierto de lectura de la enzima para poder generar niveles altos de
expresién y de luminiscencia. Sin embargo, por el posible problema asociado con la vida
media larga de gfp, se decidid realizar un uUltimo constructo Psur-5::luc::gfp::PEST, mediante
la adicion del dominio corto PEST, para asegurar la degradacion rapida de la proteina
LUC::GFP (Rechsteiner y Rogers 1996).

El analisis por microscopia de fluorescencia de los nematodos transgénicos para Psur-
5::luc::gfp mostré que, tal como se esperaba, la expresion del constructo se daba de manera
ubicua y fuerte en la mayoria de las células del nematodo, y en todos los estadios del
desarrollo comenzando desde huevo. Ademas, el patrén fue muy similar a lo publicado en
bibliografia, ain cuando el protomotor clonado en el reportero es minino, de solo 1052 pb
rio arriba del TSS de sur-5 (Gu, et al. 1998). Ademas, la fusidn con GFP fue muy util para la
seleccidén de los nematodos con mayor expresion del constructo y para el analisis espacio-
temporal del patréon de expresién del promotor de interés. Esto puede representar una
ventaja importante en futuros experimentos, y ayudar a caracterizar promotores de genes
auin no estudiados y/o con niveles de expresion mucho mas sutiles que el de sur-5.

Para la busqueda del medio 6ptimo para registrar luminiscencia, se aprovechd un
medio de cultivo liquido previamente desarrollado en el laboratorio para medir actividad
locomotora in vivo, basado en el medio de cultivo celular Leibovitz's L15 (Simonetta y
Golombek 2007). A partir de esta base, se modificaron algunos componentes y se probaron
distintas condiciones de permeabilizacidn de cuticula para permitir el ingreso del sustrato D-
luciferina y distintas concentraciones de la misma en ensayos in vivo durante varios dias. De
esta manera, se determind cudl era la condicion ideal para medir luminiscencia en registros
crénicos a partir de poblaciones de 100 nematodos cada una.

La combinacion de los nematodos transgénicos Psur-5::luc::gfp y del medio de cultivo
elegido fue muy satisfactoria y la técnica fue muy sensible, permitiendo detectar niveles de
luminiscencia por encima del background de fondo por hasta 8 dias en poblaciones de
nematodos. Ademads, el ensayo por cicloheximida reveld que la vida media de este
constructo es corta, de menos de 2 horas, por lo que el sistema es perfectamente utilizable

para medir expresion génica in vivo, de acuerdo a lo publicado (Welsh, et al. 2005).
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Asimismo, se encontrd que la luminiscencia emitida por nematodos microinyectados con el
constructo Psur-5::luc::gfp::PEST, donde la vida media de gfp::PEST fue estimada en menos
de una hora en un estudio previo (Frand, et al. 2005), era mas baja al inicio del registro, pero
la sefial alcanzaba los mismos niveles que el constructo sin el dominio PEST hacia el final.
Esto es lo esperado para una proteina LUC::GFP de vida media mas corta, que al ser
degradada mas rapido, se podria acumular menos en los animales durante el crecimiento y
el registro.

Con todos estos resultados, se decidié continuar con la caracterizacidon circadiana
utilizando el medio dptimo desarrollado y los nematodos que portaban tanto el Psur-
5::luc::gfp como el Psur-5::luc::gfp::PEST, ya que gfp::PEST fue caracterizado previamente
como un buen reportero para analizar la expresidon génica circadiana del neuropéptido
NLP36 mediante fluorescencia (van der Linden, et al. 2010).

En resumen, en este capitulo se avanzo en el desarrollo y caracterizacion de un
modelo bioluminiscente en C. elegans, que sin duda resultard de gran utilidad para una
variedad de estudios sobre la expresion génica, la fisiologia y el comportamiento de este
organismo. Teniendo en cuenta nuestro objetivo principal en la presente tesis, a esta altura
contabamos con el modelo adecuado para el registro continuo durante varios dias e in vivo

de ritmos circadianos en este nematodo.
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Aplicacion del sistema reportero para
estudiar mecanismos de regulacion

circadiana

“We cannot solve our problems with the same thinking we used when we created them”.

— Albert Einstein. Copenhagen, 1995.
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Introduccion

Repaso de conceptos basicos de cronobiologia

Tal como se describié en detalle durante la introduccion general, para que un
proceso bioldgico pueda ser definido como circadiano debe cumplir al menos tres
propiedades fundamentales:; 1) mostrar una oscilacion con un periodo cercano a las 24
horas, incluso en ausencia de sefiales ambientales, que llamamos periodo de libre curso o
“free-running”(t); 2) tener que la capacidad de ser sincronizado por un ciclo ambiental y 3)
mostrar compensacion por temperatura, es decir, que su periodo en free-running se
mantenga relativamente constante frente a cambios de temperatura que se encuentren
dentro del rango fisiolégico del organismo (Qio= 1) (Harmer, et al. 2001).

Por otro lado, se habian definido también previamente una serie de pardmetros muy
utilizados en el estudio de la cronobiologia tales como periodo, fase y amplitud que seran
muy utilizados a partir de este capitulo. En referencia a la nomenclatura, es importante
también volver a recordar que bajo condiciones ciclicas de luz o temperatura (los dos
principales Zeitgebers), por convencion, Zeitgeber time 0 o ZT0, indica el momento de
encendido de la luz o el inicio del rango de temperatura baja/alta. En este caso se habla
entonces de dia o noche o temperatura baja o alta. Asimismo, Circadian time (CT) hace
referencia a cualguier momento temporal durante las condiciones constantes o de free-
running (en este caso, oscuridad o temperatura constantes). Aqui, las fases del dia ya no
estan delimitados por el Zeitgeber y entonces se habla de “dia subjetivo” o “temperatura
alta subjetiva” para el rango temporal donde antes habia luz o calor y de la misma manera
“noche subjetiva” o “temperatura baja subjetiva”, para los bloques temporales gque
coinciden con la correspondiente ausencia de luz o pulso de frio durante la fase de
sincronizacion (Figura 2.1). Finalmente, recordemos que a los efectos de esta tesis definimos
como “sincronizacion” el ajuste de la fase de los ritmos por parte del Zeitgeber, y como
“entrenamiento” al caso particular de sincronizacidn en que la fase se mantiene luego de

colocar a los nematodos bajo condiciones de constantes de luz y temperatura.
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Sincronizacion y entrenamiento del reloj circadiano

Los organismos coordinan y ajustan su fisiologia y comportamiento diariamente, a
través de la utilizacion de reloj circadiano. La capacidad de oscilar en condiciones constantes
es la cualidad mas notable de este sistema y fue la responsable de su descubrimiento (De
Mairan 1729), pero en su estado natural, el reloj es sincronizado a distintos Zeitgebers
(dadores de tiempo), dado que el entorno constante esta esencialmente ausente en el
mundo bioldgico real.

La palabra entrenamiento proviene de un vocablo francés que significa literalmente
“ir a bordo de un tren”. Por lo tanto, como su nombre lo indica, entrenamiento hace
referencia en cronobiologia a ser arrastrado por un “tren” de estimulos controlados. En este
contexto, el entrenamiento de un reloj bioldgico se produce cuanta éste es forzado a
adoptar un periodo T exactamente igual al del ambiente, que en general es de 24 horas
(Johnson, et al. 2003) y luego es capaz de mantener la fase anterior aun en ausencia total de
estimulos. Es decir, que al ser liberado bajo condiciones constantes (free-running), mostrara
su regulacién enddgena, con un T que es cercano, pero no exactamente igual a 24 horas,
manteniendo el maximo de actividad en el mismo horario circadiano derivado del ciclo
ambiental antes impuesto.

Por otro lado, la sincronizacion representa el ajuste constante del reloj a los
Zeitgebers bajo condiciones ciclicas, de manera de para estimar de manera interna el tiempo
local externo. En este sentido, “entrenamiento” no es lo mismo que “sincronizacion”.
Podemos hablar entonces de que un ritmo estd sincronizado, solo analizando su
comportamiento bajo condiciones variables, si la forma de onda de la oscilacion del
ambiente produce un efecto sobre la forma de onda del ritmo controlado por esas
condiciones ambientales (el reloj interno). Por lo tanto, el reloj bioldgico no estd
necesariamente entrenado a un ciclo ambiental cuando esta sincronizado.

Las consecuencias del entrenamiento son que el periodo de un ritmo bioldgico se
vuelve igual en promedio a la del estimulo utilizado para la sincronizacién y que se puede
establecer una relacion de la fase entre la condicién ciclica y la condicién donde hay
ausencia de estimulos (free-running) (Aschoff 1962b; Daan y Aschoff 2011). Esta relacion de
fase se calcula tomando un punto determinado del ciclo de sincronizacién (por ejemplo, el

momento de encendido da la luz) y una fase de referencia en el ritmo en free-running (por
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ejemplo el maximo de actividad). La diferencia entre ambos puntos es denominada angulo
de fase ().

Por esta razon, para establecer que un ciclo ambiental es capaz de entrenar a un
ritmo bioldgico, es necesario mostrar que: 1) el periodo del ritmo es capaz de adoptar el
periodo de las condiciones ciclicas con una relacién de fase estable y 2) después de liberar al
organismo en condiciones constantes, éste muestra su periodo enddgeno con la fase
determinada por el ciclo ambiental (Daan y Aschoff 2011). En algunos casos, el ritmo puede
parecer entrenado al estimulo periddico, pero después de remover el ciclo ambiental el
ritmo en free-running muestra una fase que no era predecible a partir del comportamiento
previo frente al estimulo. En este caso, se dice que el estimulo fuerza la actividad del
comportamiento circadiano sin generar un entrenamiento real en el reloj central. Este

fendmeno es conocido como enmascaramiento (masking) (Figura 2.1).

Estimulos ambientales ritmicos que sincronizan al reloj

Como se dijo anteriormente, un estimulo ambiental capaz de sincronizar a una
variable circadiana es denominado Zeitgeber (de la palabra alemana, “dador de tiempo”). En
la naturaleza, muchos factores ambientales oscilan a lo largo del dia, incluyendo la luz vy la
oscuridad, la temperatura, la humedad, la disponibilidad de comida and algunas actividades
sociales y algunos de estos factores funcionan como Zeitgebers para distintos organismos.

El estimulo ambiental mas consistente y el mas fuerte para la mayoria de los
organismos es el ciclo de 24 h de luz y oscuridad (Daan y Aschoff 2011). En el mundo natural,
este ciclo causado por la rotacion de la Tierra provee una sefial temporal muy precisa para
muchos organismos. Ademas, en muchas latitudes, la sefial luz-oscuridad fluctia de manera
estacional de una forma muy controlada. En el laboratorio, muchos organismos con capaces
de entrenar a estimulos luminicos mediante un ciclo de luz-oscuridad artificial de 24 h. La luz
es detectada en general por distintas clases de foto-receptores presentes incluso en
organismos ciegos (Daan y Aschoff 2011).

La temperatura es el segundo Zeitgeber de mayor importancia, ya que existen
constantes variaciones térmicas ciclicas en la atmdsfera como consecuencia de la radiacion
solar a la cual se han adaptado las distintas formas de vida. Sin embargo, debido a cambios

bruscos diarios y estacionales, la temperatura puede considerarse como un estimulo
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ambiental menos preciso. Aun asi, existen organismos capaces de entrenar a ciclos de

temperatura tan pequefios como de 2°C de variacién (Johnson, et al. 2003).

Entrenamiento a distintos ciclos T

Una de las mejores maneras de demostrar entonces que una variable circadiana ha
sido entrenada por el Zeitgeber, es estudiar la misma bajo ciclos ambientales con periodos
diferentes (T) a 24 horas. Estos ciclos distintos de 24 horas son denominados “ciclos T” y son
muy utilizados para caracterizar comportamientos circadianos. Cuando el reloj circadiano es
sometido a distintos ciclos T, la relacidon de fase, es decir el momento de maxima actividad,
entre el ritmo bajo 24 h y el mismo ritmo bajo un periodo distinto, cambia
sistematicamente, mostrando un ligero retraso bajo ciclos ambientales de periodos mas
cortos y avances relativos en ciclos ambientales de periodos mas largos. (Aschoff 1962b;
Hoffmann 1969). Por otro lado, si el ritmo observable muestra una relacién de fase similar
en los distintos ciclos T, es probable que el ritmo de salida sea una consecuencia de un
efecto de masking mas que de verdadero entrenamiento del oscilador central.

El entrenamiento a ciclos T distintos de 24 h puede tener efectos dramaticos sobre el
comportamiento. Por ejemplo, cuando ratones que normalmente son activos de noche son
entrenados en el laboratorio a ciclos T de 26 h, el inicio de la actividad muestra un avance de
fase comparado con el ciclo de 24 h, de manera que los animales se vuelven activos durante
la fase de luz. Por otro lado, estos mismos ratones activos durante la noche bajo 24 h, son
incluso mas nocturnos bajo un ciclo de 22 h (Aschoff 1965) (Figura 2.1).

Los relojes circadianos solo pueden ser entrenados dentro de un rango de periodos
del Zeitgeber, lo que se denomina “rango de entrenamiento”. Por ejemplo, es posible
entrenar organismos a ciclos T de 20 o 22 h (LD 10:10, T = 20 6 LD 11:11, T = 22); sin
embargo, por debajo o por encima de cierto T, muchos organismos son incapaces de
entrenarse y muestran su periodo enddgeno o de free running. Los limites de entrenamiento
son distintos para cada organismo y la Unica manera de conocer el rango de entrenamiento
es mediante el analisis experimental. Por ejemplo, en roedores como ratones y hamster el
rango va aproximadamente desde T = 21 a T = 26. En muchos otros animales y plantas es
posible entrenar el reloj circadiano a ciclos T tan cortos como 18 h y tan largos como 28 a 30

h (Bunning 1973).
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Figura 2.1| Entrenamiento del reloj circadiano a fotoperiodos continuos, ejemplificado mediante
actogramas de actividad locomotora de roedores en una rueda. A| Representacion esquematica de
la actividad locomotora de un roedor que corre en una rueda bajo un ciclo de Luz-oscuridad (LO) de
24 h (12 h:12 h) y luego es liberado en condiciones constantes. En este caso, el actograma esta
dibujado en una escala de 24 h, por lo que es posible determinar que el periodo del animal en free-
running es mayor a 24 h y que su reloj bioldgico estd entrenado al Zeitgeber, ya que el inicio de la
actividad (sefialado con la flecha roja) muestra la misma fase que durante LO. B| Este es un caso
similar al anterior, pero donde la actividad del animal no estd entrenada realmente al Zeitgeber sino
gue muestra masking, lo que se puede visualizar por el cambio brusco del momento de inicio de la
actividad cuando este es liberado en condiciones constantes (sefialado con la flecha roja). C| En este
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caso el animal fue entrenado durante varios dias a un ciclo LO de 24 h (12 h:12 h) y luego es
sometido a un ciclo T mas corto de 22 h (11 h:11 h). Bajo estas nuevas condiciones, la actividad
muestra un retraso de fase comparado con el ciclo de 24 h, es decir, el inicio de la actividad empieza
mas tarde y los animales se vuelven mas nocturnos. D| En este ultimo ejemplo, el animal fue
entrenado durante varios dias a un ciclo LO de 24 h (12 h:12 h) y luego es sometido a un ciclo T mas
largo de 26 h (13 h:13 h). Bajo estas nuevas condiciones, la actividad muestra un avance de fase
comparado con el ciclo de 24 h, es decir, el inicio de la actividad empieza mas temprano y los
animales se vuelven diurnos. Adaptada de Golombek y Rosenstein, 2010.

Por otro lado, algunas veces organismos sometidos a ciclos cortos exdticos, tales
como T = 12 (LD 6:6), no son capaces de entrenar pero tampoco muestran su periodo 1 de
free running sino que permanecen entrenados al ciclo de 24 h. Esto ocurre cuando el ciclo
externo tiene un periodo que es multiplo del ritmo interno. En general cuando el periodo del
Zeitgeber es cercano a la mitad del periodo enddgeno (T = 1/2), el reloj puede entrar a
cualquier otro Zeitgeber que hay en el ambiente, un fendmeno denominado

“demultiplicacién de frecuencia” (Merrow, et al. 1999).

Entrenamiento a ciclos esqueleto

Un descubrimiento sorprendente acerca de la biologia circadiana es que, en algunos
organismos, el reloj no solo puede ser entrenado a fotoperiodos completos (por ejemplo un
ciclo LO de 12:12 o de 14:10) sino también a fotoperiodos incompletos, denominados
fotoperiodos esqueleto. Este entrenamiento se basa en la asuncidn de gue lo mas relevante
del fotoperiodo para el entrenamiento son las transiciones discretas entre el encendido y el
apagado de la luz. Entonces, dentro un entrenamiento de 12:12 LO, lo mas importante para
el reloj es en realidad registrar entre qué horarios la luz se enciende y se apaga, y estas
transiciones pueden ser aparentemente mimetizadas con un ciclo de luz-oscuridad minimo,
por ejemplo con pulsos de solo 15 minutos de duracion cada 12 h. Estos fotoperiodos
esqueleto han sido capaces de reproducir los resultados encontrados bajo ciclos continuos
razonablemente bien en algunos organismos tales como Drosophila melanogaster y ciertos
roedores (Pittendrigh 1960, 1966, 1976a, 1981b). Mediante diversos experimentos, se ha
determinado que los fotoperiodos esqueleto disefiados para proveer el Zeitgeber en un
formato de dos pulsos por cada ciclo circadiano generan un mejor entrenamiento y un
angulo de fase mas estable en comparacion con disefios de 1 solo pulso, al inicio o al final de

la fase de luz (Pittendrigh 1976a). En general, el esquema mas utilizado actualmente consiste
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entonces en dos pulsos de luz de 1 h, delimitando el inicio y el final del dia durante varios
ciclos de entrenamiento y el posterior analisis del ritmo bajo condiciones de free running
para determinar la relacion de fase (Figura 2.2).

En la naturaleza, los fotoperiodos esqueleto son muy comunes. Por ejemplo, muchos
animales nocturnos realmente viven solo bajo estos ciclos, ya que durante la noche salen a
cazar y durante el dia se esconden para dormir y evitar ser atacados por predadores en
cuevas o madrigueras totalmente oscuras donde no llega nada de luz solar. Por lo tanto, la
Unica luz que reciben corresponde a tiempos muy cortos durante el amanecer y el atardecer
y esto es suficiente para entrenar al reloj circadiano. En el laboratorio, unos de los primeros
estudios que mostraron elegantemente este tipo de respuestas fue el DeCoursey, en 1986,
utilizando distintos fotoperiodos esqueleto en la ardilla voladora Glaucomys volans
(DeCoursey 1986). Simular este tipo de protocolos en el laboratorio tiene la utilidad
adicional de estar estudiando un fendmeno muy parecido al que se da naturalmente, algo

gue no siempre se logra en condiciones artificiales.
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Figura 2.2| Entrenamiento del reloj circadiano a fotoperiodos esqueleto. A| Representacion
esquematica de la actividad locomotora de un roedor que corre en una rueda bajo un ciclo de Luz-
oscuridad (LO) de 24 h (12 h:12 h) y luego es liberado en condiciones constantes. En este caso, el
actograma esta dibujado en una escala de 24 h, por lo que es posible determinar que el periodo del
animal en free-running es mayor a 24 h y que su reloj bioldgico esta entrenado al Zeitgeber, ya que el
inicio de la actividad (sefialado con la flecha roja) muestra la misma fase que durante LO. B| El mismo
experimento antes descripto es realizado ahora con el ratén bajo un fotoperiodo esqueleto de 24 h,
el cual consiste de 2 pulsos de luz de 1 h cada unag, cada 12 h, y luego el animal es dejado en
condiciones constantes. En este caso, el animal interpreto el fotoperiodo esqueleto como un ciclo
continuo y su reloj bioldgico estd entrenado al Zeitgeber, ya que el inicio de la actividad (sefalado
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con la flecha roja) muestra la misma fase que durante LO. C| Este es el mismo caso anterior, pero
donde el animal, a pesar de haber interpretado el fotoperiodo esqueleto como un fotoperiodo
continuo y mostrar un patron equivalente de distribucion de actividad durante LO, en realidad no
estd entrenado al Zeitgeber. El masking, es evidente por el cambio brusco del momento de inicio de
la actividad cuando este es liberado en condiciones constantes (sefialado con la flecha roja). D| En
una tercer posibilidad, puede suceder que el animal no sea capaz de interpretar el fotoperiodo
esqueleto como un ciclo continuo de LO y por ende su reloj biolégico no sea capaz de sincronizarse al
ciclo ambiental, por lo que su actividad muestra masking ya bajo condiciones de LO. Cuando es
liberado en free-running el animal muestra su periodo enddgeno y su propia fase, y no se puede
hablar de entrenamiento debido a la imposibilidad de comparar las fases antes y después del ciclo
LO. Adaptada de Golombek y Rosenstein, 2010.

Re-sincronizacion del reloj circadiano

Cuando se realiza un viaje transmeridiano, el reloj estd expuesto a un cambio brusco
en las condiciones ambientales. Por ejemplo, si se viaja al este, el amanecer y el atardecer
ocurren mas temprano y el horario de la luz natural estd mas avanzado con respecto al
fotoperiodo original. Esto genera como consecuencia una noche mas corta al principio
seguida por un nuevo ciclo de entrenamiento. Cuando se viaja al oeste, el sol sale y se pone
mas tarde que en fotoperiodo original, dando como resultado un dia aparentemente mas
largo, seguido por un nuevo ciclo. En ambos casos se dice que el reloj sufre un cambio de
fase (phase shift) del Zeitgeber en el ambiente. Aunque los viajes de norte a sur no
representan cambios bruscos en husos horarios, también existen algunos cambios en el
fotoperiodo debido a los cambios en la latitud. En los casos de viajes longitudinales y
latitudinales, el reloj circadiano central debe resetearse para volver a sincronizarse con el
nuevo ciclo ambiental local. Durante el periodo de adaptacion, se producen en general ciclos
intermedios, denominados transientes, donde se observan algunos desajustes entre el viejo
y el nuevo ciclo, hasta que se logra de nuevo un ciclo estable. En humanos, el periodo de
readaptacién durante estos viajes se denomina jet lag.

El reloj circadiano esta también sometido a cambios en las condiciones de luz y
temperatura a lo largo del afio, causados por los cambios estacionales. Para mantenerse
sincronizado a estos ciclos ambientales fluctuantes, el reloj debe ser capaz de adaptarse a
estos cambios y resetearse constantemente. La razén por la cual un organismo necesita
resetear su reloj se basa en el hecho de que cambios en los Zeitgebers producen cambios de
fase en el reloj central. Por lo tanto, el reseteo solo se puede entender analizando qué le

ocurre al ritmo cuando es sometido a cambios bruscos en las condiciones ambientales.
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La oscilacion circadiana debe responder de manera diferente a la luz en distintos
momentos del ciclo para poder sincronizarse a un ciclo de luz-oscuridad. En cronobiologia,
para analizar esto se utiliza mucho un tipo de experimento denominado “curva de respuesta
de fase” (PCR en inglés) que consiste en un grafico del cambio de fase del ritmo circadiano
en funcioén del momento circadiano en el que un estimulo o Zeitgeber es aplicado (Aschoff
1965; Pittendrigh 1981b) (Figura 2.3). Cuando un organismo entrenado a un ciclo ambiental
y luego mantenido en condiciones constantes es expuesto a una sefial perturbadora unica
(por ejemplo un pulso de luz corto) a diferentes momentos del periodo de 24 h, el reloj
mostrara distintos tipos de cambios de fase. En términos generales, pulsos de luz dados
durante el dia subjetivo (es decir, la fase que corresponderia al dia durante el entrenamiento
previo, CT0-12) tienen un efecto nulo sobre el inicio de la actividad ritmica (fase del ritmo)
en dias sucesivos. Por el contrario, pulsos de luz presentes durante la noche subjetiva del
organismo (es decir, la fase que corresponderia a la noche durante el entrenamiento previo,
CT12-24) generalmente provocan un cambio de fase brusco del ritmo en free-running. De
esta manera, durante la primera mitad de la noche subjetiva los pulsos de luz generan un
retraso en el ritmo (por ejemplo, la actividad locomotora comienza mas tarde), mientras que
durante la segunda mitad de la noche subjetiva estos mismos pulsos generan un avance de

fase en el ritmo (es decir, la actividad empieza mas temprano) (Johnson, et al. 2003).

’ :
4+ Avances

de fase

Zona muerta

Cambio de fase (h)
o

Retrasos
de fase -

Horas circadianas (CT)

Figura 2.3| Representacion esquematica de una curva de respuesta de fase a la luz. El eje Y
representa el cambio de fase que sufre el organismo que se encuentra bajo condiciones constantes
cuando recibe el pulso de luz; si el cambio es un avance de fase, el valor es positivo, mientras que si
se trata de un retraso de fase, el cambio se representa con valores negativos. A lo largo del dia
subjetivo, los pulsos de luz no tienen efecto en general sobre la fase, por lo que se denominado a
esta region como zona muerta. Si el pulso se efectla al comienzo de la noche subjetiva se generan
retrasos de fase, mientras que si se dan al final de la noche subjetiva se producen avances de fase.
Adaptada de Hasegawa y Arita, 2014.
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En muchos organismos se observa a menudo un transiente en el comportamiento
durante los primeros ciclos después de que el pulso de luz o temperatura fue aplicado
(Pittendrigh 1960; Johnson, et al. 2003). En mamiferos, la re-sincronizacion frente a un
avance de fase suele ser lenta, presentar muchos transientes y requerir varios dias en
alcanzar el nuevo estado estable, mientras que cuando se realiza un cambio de fase por
retraso, se observa exactamente lo contrario y la re-sincronizacion del reloj suele ser
inmediata (Daan y Aschoff 2011). Estos ciclos transientes probablemente reflejan un estado
de desequilibrio entre el reloj central y el ritmo de salida en respuesta al cambio de fase

(Pittendrigh 1981b) (Figura 2.4).
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Figura 2.4| Re-sincronizacion del reloj circadiano de un roedor frente a distintos cambios bruscos
de fase. A| Arriba, Actograma de actividad de un ratén (graficado como un doble ploteado) que fue
entrenado a un esquema de LO de 24 h (12 h:12 h) y luego se corre el fotoperiodo bruscamente
mediante un avance de fase de 6 h (el * indica el momento del cambio). Bajo este nuevo ciclo, la luz
se enciende 6 h mas temprano y el reloj del animal tarda alrededor de 5 dias en volver a alcanzar un
estado estable. Abajo, el mismo experimento antes descripto es realizado ahora con el ratén bajo un
fotoperiodo de LO de 24 h (12 h:12 h) y luego se lo somete a un retrase de fase de 6 h. Bajo este
nuevo ciclo, la noche se alarga, la luz se enciende 6 h mas tarde y el reloj del animal es capaz de
adaptarse casi inmediatamente al nuevo Zeitgeber, mostrando un transiente muy corto. B|
Cuantificacién de la cantidad de dias que tarda el reloj del animal en volver a alcanzar un estado
estable en la fase luego del cambio del fotoperiodo. Como se puede observar, la re-sincronizacién
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frente al avance de fase es lenta, presenta muchos transientes y requiere varios dias en alcanzar el
nuevo estado estable, mientras que cuando se realiza el cambio de fase por retraso, se observa
exactamente lo contrario y la re-sincronizacion del reloj es casi inmediata. Adaptada de Reddy, et al.
2002.

Es importante aclarar que, en el contexto de este trabajo, se utilizara el término
sincronizado para definir a aquellas poblaciones de nematodos que muestren oscilaciones
bajo los ciclos ambientales, cuyo periodo y fase sean modulados por los Zeitgebers
impuestos; ritmico hara referencia a aquellas poblaciones que muestren oscilaciones con
periodos cercanos a las 24 h bajo condiciones constantes de luz y oscuridad y finalmente, el
término entrenado sera empleado para aquellas poblaciones que sean capaces de
sincronizar bajo el ciclo ambiental y luego muestren ritmos que mantengan la acrofase
(momento de mayor actividad) previa durante las condiciones ciclicas de luz y oscuridad,
pero bajo condiciones contantes. Ademas, si la acrofase no se mantiene luego de dicha

transicién, hablaremos de un ritmo enmascarado por el reloj (masking).

Zeitgebers a los que esta expuesto de C. elegans en su ambiente natural

Como se describio previamente, C. elegans es un nematodo de vida libre que habita
en el suelo de muchas regiones del mundo. A pesar del gran volumen de informacién
disponible acerca del desarrollo, genética y sistema nervioso de este organismo, muy poco
se conoce acerca de la vida del nematodo fuera de la placa de Petri, y la historia natural y la
ecologia de C. elegans estan recién comenzando a ser estudiadas en su ambiente original, a
través de la caracterizacion de distintos aislamientos (Felix y Braendle 2010; Frezal y Felix
2015). A partir de los primeros estudios ecolégicos, se sabe ahora que en su nicho de tierra
y materia vegetal en descomposicion, estos nematodos estan expuestos a un medio
ambiente complejo bioldgicamente, sujeto a fluctuaciones diarias de temperatura como
consecuencia de la energia solar (Robinson 1994), pero también reciben directamente
radiacién cuando migran a la superficie del suelo en busca de alimento o cuando muestran
su comportamiento de nictacion para ser acarreados por insectos como estrategia de
dispersion y supervivencia (Frezal y Felix 2015). En este sentido, la temperatura y la
humedad varian con el momento del dia, con la distancia a la superficie y a lo largo de las
estaciones. La temperatura del suelo varia diariamente con una forma de onda sinusoidal

que se propaga hacia abajo de la tierra con una amplitud que decae exponencialmente con
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la profundidad, mostrando un maximo de 10°C de variacién en la superficie, pero menos de
2°C a los 15-20 cm de profundidad (Figura 2.5) (Robinson 1994; Monteith y Unsworth 2013),
donde C. elegans ha sido aislado (Morise, et al. 2012; Petersen, et al. 2014). A medida que la
profundidad aumenta, el maximo de temperatura de esta onda sinusoidal se retrasa cada
vez mas desde el mediodia hasta el atardecer, y como resultado se genera un mayor
desfasaje entre el pico de la temperatura y el momento de mayor radiacion solar. Esta
combinacion particular de factores ambientes puede ser de gran relevancia para la biologia
circadiana de este organismo, dado que varios trabajos han demostrado la alta sensiblidad
de C. elegans para sensar tanto luz UV de longitud de onda corta (de manera directa e
indirecta) (Edwards, et al. 2008; Liu, et al. 2010), como variaciones minimas de temperatura
(Ramot, et al. 2008), mediante la participacidn de distintas vias de transduccion de sefiales,
en la que estan involucradas diversos grupos de neuronas tales como ASJ, AWB, ASK y ASH
para la foto-recepcion (Ward, et al. 2008; Bhatla y Horvitz 2015) y AFD, AWC y ASI para la

termo-recepcién (Kimura, et al. 2004; Clark, et al. 2006; Kimata, et al. 2012).
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Figura 2.5| Variacion de temperatura en suelo himedo cultivado de Texas, Estados Unidos.
Gradientes de temperatura medidos desde 5 cm de la superficie hasta una profundidad de 25 cm en
un campo cultivado con algoddn, durante el final del verano en el este de Texas. Estos registros
corresponden a uno de los primeros trabajos que analizé el movimiento de 5 especies distintas de
nematodos en suelo sometidos a gradientes naturales de temperatura simulados en el laboratorio
mediante un dispositivo cilindrico (Robinson 1994).

En este capitulo se utilizara el método basado en el reportero luc::gfp antes
desarrollado, para caracterizar ritmos de luminiscencia de sur-5 en poblaciones de
nematodos sincronizadas a un ciclo dual de luz y temperatura. Asimismo, mediante distintas
variaciones de las condiciones foto y termoperiddicas, se analizaran diversas propiedades
subyacentes de los ritmos de luminiscencia que han sido descriptas como fundamentales en

el reloj de otros organismos modelo.
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Materiales y Métodos

Cepa de nematodos

En esta seccidén del trabajo se utilizaron nematodos pertenecientes a la cepa N2
(wild-type), adquiridos del Caenorhabditis Genetics Center (Universidad de Minnesota,
Estados Unidos, http://chs.umn.edu/cgc/home); las lineas con el arreglo extracromosomal
Psur-5::luc::gfp, pRF4, la linea integrada espontdaneamente a partir de este arreglo
extracromosomal y las lineas transgénicas con Psur-5::luc::gfp::PEST; pRF4, todas generadas
mediante microinyeccion. Todos los ensayos de luminiscencia fueron realizados con las

cepas portandos los arreglos extracromosomales.

Ensayo de luminiscencia

Los registros de luminiscencia se realizaron en placas de Petri de 35 mm o en placas
multiwell, bajo distintas condiciones ambientales. En todos los casos, se utilizd el medio de
luminiscencia optimo descripto en los métodos generales y 100 nematodos en cada

poblacién.

Ensayos bajo condiciones constantes (00/CC): placa de Petri

Este ensayo se realizd tal como se describid durante la seccidn de métodos generales.

Ensayo de luminiscencia en placa multiwell bajo LO/FC y condiciones constantes

Estos ensayos fueron realizados tal como se describié en la seccion de métodos
generales. Para los ensayos generales y para la re-sincronizaciéon por cambio de fase se
utilizd el esquema clasico de 3,5 dias bajo el ciclo de 24 h LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux;
15,5°C/17°C, ZTO, luz ON e inicio de la fase fria) y 4 dias en condiciones de free-running
(O0/CC, 17°C). Para la compensacion de temperatura, se utilizé un segundo ciclo LO/FC 12
h: 12 h (0/400 lux; 19,5°C/21°C, ZT0, luz ON e inicio de la fase fria).

Finalmente, para el experimento bajo LO/FC-LL/FF, los nematodos fueron entrenados
durante 3,5 dias bajo el ciclo de 24 h LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux; 15,5°C/17°C, ZT0, luz ON e

inicio de la fase fria) y 4 dias en condiciones de luz constante y temperatura fria (LL/FF).
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Analisis de Datos

Los datos fueron analizados tal como se describid en la seccion de métodos
generales. Para el andlisis de re-entrenamiento por el cambio de fase, un test de Rayleigh
seguido de un ANOVA de una via y un test de Tukey de comparacion miultiple fueron
empleados para analizar la diferencia estadistica entre la media de acrofases bajo LO/FC
antes y después del cambio de fase y para comparar la media de las acrofases del segundo
esquema de entrenamiento (LO/FC2) con el free-running.

Si no se indica otra cosa, la significancia estadistica fue calculada mediante un ANOVA
de una via, seguido por un test de Dunnet de comparacién de grupos, y en todos los caso un
valor de P < 0,05 fue considerado como el minimo para ser estadisticamente diferente. Los

valores de significancia se denotaron como sigue: ***P < 0,001; **P <0,01; *P < 0,05.
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Resultados

Registros de luminiscencia de poblaciones de nematodos bajo LO/FC y 00/CC

Como punto de partida para realizar los experimentos circadianos, se realizé una
blusqueda bibliogréfica para conocer acerca de las condiciones ambientales en que las que se
desarrolla el nematodo, especialmente en lo relacionado con la luz y la temperatura. Como
se describid en la introduccion, en su ambiente natural, C. elegans probablemente esta
expuesto a ambos estimulos al mismo tiempo y su ciclo de vida involucra el desplazamiento
constante entre la superficie del suelo donde encuentra frutas en descomposicion y el
compost (unos pocos centimetros por debajo de la superficie) y suelo mas profundo, a no
maés de 20 cm (Felix y Braendle 2010; Felix y Duveau 2012; Frezal y Felix 2015). Ademas,
como se describio también previamente, debajo del suelo, el maximo de temperatura esta
retrasado unas horas con respecto al momento de mayor radiacion solar. Dado que C
elegans es un nematodo transparente y por ende altamente sensible a la luz UV, es probable
entonces que pase la mayor parte del dia dentro del suelo, evitando los efectos nocivos de la
radiacion. Ademas, en el mismo sentido, en nuestro laboratorio ya hemos descripto que se
trata de un animal nocturno, que muestra un maximo de actividad durante la madrugada
(Simonetta, et al. 2009; Herrero, et al. 2015).

Con toda esta informacion, decidimos realizar un registro de temperatura en el suelo
en Concordia, Entre Rios, donde previamente habiamos identificado la presencia de distintos
nematodos en el suelo, a través de unos sensores de temperatura altamente sensibles
denominados Termocrones iButton DS1921H-F5 (Maxim Integrated, Estados Unidos), que
tienen una resolucidn de 0,125°C. Los sensores fueron enterrados a aproximadamente 15-20
cm de profundidad, debajo de varios arbustos en una zona muy rica en compost durante
febrero de 2013 y la temperatura fue registrada durante algunos dias. Los resultados
mostraron que la variacion promedio de temperatura entre los tres sensores utilizados fue
de 1,83 £ 0,11°C, cercana a la que efectivamente estaba publicada en bibliografia (Robinson

1994; Monteith y Unsworth 2013) (Figura 2.6).
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Figura 2.6| Registros de temperatura realizados durante el verano de 2013 (9 al 12/2/2013) en
Concordia, Entre Rios, Argentina (31°23'21.9"S y 58°00'30.7"0). Tres sensores Termocrones iButton
DS1921H-F5 fueron colocados en la tierra a aproximadamente 15-20 cm de profundidad y la
temperatura fue registrada cada 10 minutos durante 72 h. Se muestran valores normalizados al
minimo de cada serie de datos.

De esta manera, se decidid utilizar una forma original de entrenamiento de los
nematodos utilizando condiciones ciclicas que se ajustaran mejor a aquellas encontradas en
el nicho natural de los animales, el cual consistié de un esquema de ciclos cuadrados que
combinan luz y temperatura. El encendido de la luz coincide con el inicio de la fase fria de
entrenamiento, y la variacion de temperatura es pequefia, de solo 1,5 + 0,125°C,
mimetizando las condiciones encontradas en la profundidad del suelo a la que C. elegans fue

aislado (Figura 2.7) (Morise, et al. 2012; Petersen, et al. 2014).
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Para analizar la luminiscencia de los nematodos bajo el ciclo antes mostrado, se
utilizé una estrategia previamente desarrollada para medir ritmos en plantas (Perales, et al.
2006), que consiste en realizar el registro en un luminometro para placas multiwell dentro
de una incubadora que controla las condiciones ambientales. El software se programa de
manera tal gue permite la entrada y la salida de la placa cada 15 minutos, con lo cual los
nematodos pueden recibir luz y temperatura a lo largo de todo el dia mientras se registra la
luminiscencia. Este formato tiene ademas la ventaja de permitir un rango de temperatura de
registro amplio, con un minimo de 15,5°C, que es el limite mas bajo para el luminémetro.

Bajo este nuevo esquema de sincronizacién, los nematodos que portaban el arreglo
extracromosal de Psur-5:luc::gfp mostraron una oscilacion robusta y claramente
sincronizada al ciclo de LO/FC (15.5/17°C). La luminiscencia mostrd un incremento antes del
comienzo de la fase de oscuridad y temperatura alta, indicando una respuesta de
anticipacion al momento de transicion de los Zeitgebers, una caracteristica muy importante
de la sincronizacion circadiana. Ademds, en una proporcion de las poblaciones, la
luminiscencia mostré una clara correlacidn de fases antes y después de que los nematodos
fueran liberados en oscuridad y temperatura alta constante, indicando un entrenamiento
verdadero, y no una respuesta de tipo enmascaramiento. Del total de poblaciones analizadas
(n=77), el 75 % se sincronizaron al ciclo LO/FC (n = 58), el 48 % mostraron estar entrenadas
cuando fueron liberadas en condiciones constantes (n = 28) (es decir, mantuvieron la
acrofase con respecto al ciclo anterior) y alrededor del 50 % fueron ritmicas en condiciones
constantes.

Los picos de luminiscencia fueron detectados a ZT15,6 + 0,3 h y CT16.8 £ 0,7 h
mediante un test de Rayleigh y no se halld diferencia significativa entre ambas medias. El
periodo promedio de las oscilaciones bajo condiciones constantes de oscuridad y 17°C fue

de 25 0,4 h (n = 33) (Figura 2.8).
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Figura 2.8| Luminiscencia emitida por poblaciones de 100 nematodos transgénicos con Psur-
5::luc::gfp bajo condiciones de entrenamiento y constantes. A| Representacion esquemadtica de las
condiciones foto y termo-periddicas utilizadas y del experimento. La luminiscencia se registrd bajo
condiciones de LO/FC (400/0 lux, 15.5/17°C) y luego bajo condiciones constantes (free-running, FR).
La flecha verde indica el momento donde comenzé el registro de luz (ZT10). B| Luminiscencia
promedio + SEM de los nematodos adultos bajo LO/FC y luego OQ/CC (n = 28). C| Gréfico de Rayleigh
que muestra las acrofases (maximo) de los registros de luminiscencia bajo LO/FC (n = 58, puntos
rojos) y O0/CC (n = 28, puntos verdes). Las 30 poblaciones que no se muestran bajo FR fueron
arritmicas o mostraron masking (no mantuvieron la fase cuando fueron liberadas en FR). Test de
Rayleigh, P < 0,001; multi-sample test for equal median directions, fase promedio de LO/FC vs fase
promedio de 0O/CC, no significativo. D-E| Registros de luminiscencia de dos poblaciones
representativas de B. UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended).
Cada poblacion de 100 nematodos adultos fue considerada una muestra bioldgica independiente (n).
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Con el objetivo de analizar entonces qué sucedia con los nematodos que portaban el
constructo Psur-5::luc::gfp::PEST, de vida media mas corta, se repitié exactamente el mismo
experimento bajo el LO/FC (15.5/17°C) y luego OO/CC (17°C). Los nematodos mostraron
también una oscilacién clara tanto bajo condiciones ciclicas como constantes, pero aun
cuando la acrofase fue nocturna, la luminiscencia mostré un ligero avance de fase (ZT14 +
0,3hyCT14 £ 0,4 h, n = 23). Ademas, los ritmos fueron mas inestables durante free-running
(Figura 2.9). Estos resultados mostraron que a pesar de que la vida media fuera mas corta,
los ritmos de luminiscencia también eran robustos.

Ademas, también se registraron bajo el mismo foto/termo-periodo los nematodos
que integraron espontdneamente los constructos Psur-5::luc::gfp y pRF4, y los resultados
fueron comparables a los de la cepa con el arreglo extracromosomal (n = 12, Figura 2.9). Este
resultado fue muy importante, ya que para realizar experimentos de PCR en tiempo real se
necesitaban grandes cantidades de nematodos y no era posible realizarlo con las cepas no
integradas, donde alrededor del 20 % de los animales no mostraban fluorescencia.

Con estos resultados, se decidio continuar los ensayos de luminiscencia posteriores

con la cepa con el arreglo extracromosomal para Psur-5::luc::gfp.
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Figura 2.9] Luminiscencia emitida por poblaciones de 100 nematodos con el arreglo
extracromosomal de Psur-5::luc::gfp:PEST o integrados para Psur-5::luc::gfp, bajo condiciones de
entrenamiento y constantes. A| Luminiscencia promedio de los nematodos adultos con Psur-
5::uc::gfp:PEST, bajo LO/FC y luego OO/CC (n = 23). B| Luminiscencia promedio de los nematodos
adultos integrados espontaneamente con Psur-5::luc::gfp, bajo LO/FC y luego OO/CC (n = 12). La
luminiscencia se muestra como promedio + SEM. UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin
la tendencia (detrended). Cada poblacién de 100 nematodos adultos fue considerada una muestra
bioldgica independiente (n).
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Registros de luminiscencia de poblaciones de nematodos bajo condiciones constantes

La capacidad de los ritmos enddgenos de oscilar bajo ausencia de toda sefial
ambiental es una propiedad fundamental de los ritmos circadianos. Para comprobar que
efectivamente éste era el caso para los ritmos de luminiscencia, se repitieron los ensayos
con poblaciones de 100 nematodos L4, en un luminémetro especialmente disefiado para
registros de luminiscencia en experimentos circadianos, por lo que posee un control muy
preciso de las condiciones constantes, tanto de oscuridad absoluta como de temperatura. Se
llevd el mismo protocolo de entrenamiento y se realizaron diversos ensayos con poblaciones
de nematodos a 20°C (minima temperatura que aceptaba este tipo de lumindmetros) y
oscuridad constante. En estas condiciones, se encontraron oscilaciones circadianas robustas
con un periodo promedio de 23,9 + 0,5 h y una acrofase (pico de actividad) a CT18,8 £+ 0,9 h
(con CT12 derivado de la fase de entrenamiento previa, ZT12). Estas oscilaciones se
mantuvieron por al menos 4 dias a 20°C, e incluso por varios ciclos mas en algunas
poblaciones, indicando que los nematodos individuales dentro de cada poblacion se

mantuvieron sincronizados entre si por varios dias (Figura 2.10).
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Figura 2.10| Luminiscencia emitida por poblaciones de 100 nematodos transgénicos con Psur-
5::luc::gfp bajo condiciones constantes. A| Representacion esquematica de las condiciones foto y
termo-periédicas utilizadas y del experimento. Los nematodos fueron entrenados bajo el ciclo
combinado 12 h:12 h LO/FC (400/0 lux, 18.5/20°C, ZT0, encendido de la luz y comienzo de la fase fria

135



Capitulo I

de temperatura) sobre placas de NGM sembradas con E. coli. Al dia 6, 100 nematodos transgénicos
que expresaban gfp fueron seleccionados manualmente y transferidos al medio de luminiscencia y
dejados por 72 h mas bajo el mismo ciclo para reforzar el entrenamiento después del cambio de
medio. La luminiscencia fue medida bajo condiciones constantes (free-running, FR) por 6 dias. La
flecha verde indica el momento en que comenzd el registro de luz (ZT12). B| Registro de
luminiscencia de poblaciones de 100 nematodos bajo oscuridad y 20°C. La sefial mostrada
corresponde al promedio + SEM {sombra gris, n = 12). C| Registro de luminiscencia de 1 poblacién
representativa de B. La linea roja muestra el mejor ajuste encontrado (Analisis de Cosinor; R2 = 0,61).
El grafico mas pequefio dentro del principal muestra el periodograma LS (P < 0.05). UDNL: Unidades
normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion de 100 nematodos
adultos fue considerada una muestra bioldgica independiente (n).

Compensacion por temperatura y re-sincronizacion de los ritmos de luminiscencia

Para que el ritmo de luminiscencia de sur-5 fuera considerado como verdaderamente
circadiano, debia cumplir todavia con otras dos propiedades fundamentales: 1)
compensacion por temperatura, lo cual implica que el periodo bajo condiciones constantes
debe mantenerse relativamente invulnerable a lo largo de un rango de temperatura que no
afecte la fisiologia de los nematodos, y 2) el ritmo debia ser capaz de ser re-sincronizado
después de un cambio brusco en las condiciones ambientales.

Para testear la primera propiedad, se repitio exactamente el mismo experimento a
dos ciclos de temperaturas mas altas, LO/FC (19.5/21°C) y LO/FC (23.5/25°C). Este dltimo
ciclo, como era de esperarse por los resultados mostrados durante el capitulo anterior, fue
deletéreo para los nematodos ya que provoco la evaporacion completa del medio al tercer
dia de registro y no fue posible estimar el periodo bajo condiciones constantes. Sin embargo,
comparando el ciclo LO/FC (15.5/17°C) con el de LO/FC (19.5/21°C), fue posible encontrar
una clara compensacion por temperatura del ritmo entre 17°C y 21°C, con periodos de 25 *
0,4 hy 24 + 0,3 h, respectivamente, con un Qip = 1,1 (Figura 2.11). Ademas, se detectd una
pequefia diferencia de acrofase entre 17°C (ZT15,6 + 0,3 h) y 21°C (ZT16,9 * 0,5 h). Estos
resultados también fueron consistentes con el periodo obtenido bajo 20°C durante el ensayo

en placa de Petri (23,9 £ 0,5 h).
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A 06 Figura 2.11]| Compensacién por temperatura
' 21°C de los ritmos de luminiscencia. A|
044 Luminiscencia promedio + SEM de los

nematodos adultos bajo el ciclo LO/FC
(19,5/21°C) y luego 00/CC (n = 21). C|
Grafico de Rayleigh que muestra las acrofases
(maximo) de los registros de luminiscencia
bajo LO/FC (n = 61, puntos rojos) y 00/CC (n
= 21, puntos verdes). Las 40 poblaciones que
no se muestran bajo FR fueron arritmicas o
mostraron masking (no mantuvieron la fase
cuando fueron liberadas en FR). Test de
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Finalmente, para analizar si los ritmos podian re-sincronizados por los Zeitgebers, se
realizd un experimento clasico de simulacién de jet lag, donde los nematodos fueron
entrenados al mismo ciclo LO/FC (15.5/17°C) por 4 dias y luego se los sometié a un retraso
de fase brusco mediante una extension de la fase de oscuridad/temperatura alta de 6 h (el
momento de encendido de la luz y el comienzo de la fase fria se corrieron desde las 9 am
hasta las 3 pm). Notablemente, los nematodos fueron capaces de re-sincronizar
rapidamente después del jet lag y mostraron un cambio de fase gradual durante el
transcurso del segundo ciclo de sincronizacion. La respuesta correspondid a un verdadero re-
entrenamiento del reloj y no a un enmascaramiento, ya que la fase del pico de luminiscencia
se mantuvo bajo condiciones constantes para aquellas poblaciones que mostraron luz hasta
el final del experimento (pico durante LO/FC1: ZT16,3 * 0,3 h; LO/FC2: ZT23,8 + 0,2 h;
00/CC: CT22,6 £ 0,6 h; Figura 2.12).
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Figura 2.12] Los ritmos de luminiscencia pueden ser re-sincronizados después de un cambio brusco
en la fase de los Zeitgebers. A| Luminiscencia promedio + SEM de los nematodos adultos antes y
después del cambio de fase de 6 h (n = 13). La flecha indica el momento donde se realizé el cambio
en las condiciones ambientales. B| Grafico de Rayleigh que muestra las acrofases (maximo) de los
registros de luminiscencia bajo LO/FC1 (n = 43, puntos verdes), LO/FC2 (n = 42, puntos verdes),
00/CC (n = 13, puntos verdes). Test de Rayleight, P < 0,001; ANOVA de una via seguido de un test de
Tukey de comparacién entre grupos, acrofase promedio de LO/FC1 vs LO/FC2, P < 0,001; acrofase
promedio de LO/FC2 vs OO/CC, no significativo. La luminiscencia se muestra como promedio + SEM.
UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion de 100
nematodos adultos fue considerada como una muestra biolégica independiente (n). C| Registros
individuales de luminiscencia de cada una de las 43 poblaciones mostradas como un promedio en A.
D| Acrofases a lo largo de los dias de entrenamiento para mostrar el ajuste gradual de la fase
durante los dias posteriores al cambio de fase. UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin la

tendencia (detrended). Cada poblacién de 100 nematodos adultos fue considerada una muestra
biolégica independiente (n).

Hasta ahora, se demostré que los ritmos de luminiscencia de sur-5 cumplen con las
siguientes propiedades fundamentales de los ritmos circadianos: 1) muestran una oscilacion

robusta bajo condiciones constantes, con un periodo cercano a 24 h, 2) el periodo esta bien
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compensado por la temperatura en un rango entre 17°Cy 21°C y finalmente, 3) responden a
cambios en las condiciones foto y termo periddicas, siendo capaces de re-sincronizar frente
a cambios de fases.

En mamiferos, la luz constante induce arritmicidad a nivel comportamental vy
fisiolégico, por ejemplo por una desincronizacién de las neuronas del reloj central en los
nilcleos supraquiasmaticos (NSQ). Para analizar si los ritmos de luminiscencia de sur-5
también respondian de esta manera, se sincronizaron poblaciones de nematodos bajo un
ciclo LO/FC de 24 h seguido de varios dias a luz y temperatura baja constantes (LL/FF). Se
encontrd que bajo LL/FF la ritmicidad cayé de manera significativa en comparacién con
00/CC, de 50 % a 18 % (n = 101 bajo el ciclo clasico y n = 72 bajo LL/FF; Figura 2.13),

mostrando que de alguna manera este mecanismo también esta conservado en los

nematodos.
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Figura 2.13| La luz y la temperatura baja constantes afectan severamente los ritmos de
luminiscencia. A| Luminiscencia promedio + SEM de los nematodos adultos entrenado bajo LO/FC
(15,5/17°C) y luego LL/FF (15,5°C, n = 36). B| Porcentaje de poblaciones sincronizadas (es decir, con
el periodo y fase ajustadas por el Zeitgeber LO/FC) y ritmicas (circadianas bajo condiciones
constantes) La luz y la temperatura baja constantes aumentaron la proporcion de poblaciones
arritmicas (LO/FC-00/CC n = 101; LO/FC-LL/FF n = 72; ***P < 0,001, test exacto de Fisher de dos
colas. UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion
de 100 nematodos adultos fue considerada una muestra bioldgica independiente (n).
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Entrenamiento de los ritmos de luminiscencia a distintos ciclos T y a un ciclo esqueleto

Como se menciond en la introduccién, otra caracteristica del reloj circadiano es su
capacidad de ser entrenado a ciclos ambientales de distinta duracion, algo que se conoce
como entrenamiento a ciclos T y también, en algunos casos, a ciclos no continuos,
denominados ciclos esqueleto. Para analizar si los ritmos de luminiscencia también
reflejaban estas caracteristicas circadianas, se realizaron tres experimentos distintos.

Con respecto al entrenamiento a ciclos de distintos periodos, se sincronizaron
poblaciones transgénicas de nematodos bajo ciclos de luz/temperatura cortos (22 h) y largos
(26): 4 dias bajo LO/FC (15.5/17°C) 12 h: 12 h T = 24 seguido de 4 dias en LO/FC (15.5/17°C)
11 h: 11 h T= 22y, 4 dias bajo LO/FC (15.5/17°C) 12 h: 12 h T = 24 seguido de 4 dias en
LO/FC(15.5/17°C} 13 h:13 h T = 26.

Durante el experimento bajo el ciclo T corto (LO/FC, 22 h, n = 60), un grupo de
nematodos se sincronizd al periodo de los Zeigebers con un periodo de 22,5 + 0,1 h (PC,
periodo corto, n = 14, barra azul de la Figura 2.14A), mientras que el segundo mostré un
periodo de 24,7 h + 0,1 h (PN, periodo normal, n = 29, barra azul de la Figura 2.14A), muy
cercano del periodo de free-running. Las poblaciones PC fueron capaces de sincronizar al
nuevo ciclo corto y mostraron un retraso de fase comparado con el ciclo T24 regular (LD/CW
24 h ZT14,5 + 0,4 h vs LD/CW 22 h ZT16,7 + 0,3 h, Figura 2.14B y C). Esta respuesta es
consistente con un entrenamiento verdadero, de acuerdo a experimentos clasicos realizados
en otros organismos (Aschoff 1965; Pittendrigh 1981b), ya que en ciclos T mas cortos que 24
h, se espera que los outputs circadianos exhiban una fase mas tardia, mientras que los
ritmos enmascarados o dirigidos por el ciclo ambiental deberian mostrar una relacion de
fase similar relativa a la transicidn del Zeitgeber. Esto es exactamente |lo que ocurre con el
grupo NP, donde no se encontraron diferencias significativas entre las acrofases bajo T24 y

T22 (LD/CW 24 hZT15+ 0,4 h vs LD/CW 22 h ZT16,3 £ 0,5 h, Figura 2.14D y E).
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Figura 2.14| Los ritmos de luminiscencia pueden ser entrenados a ciclos T de 22 h. A| Periodos
promedio de las poblaciones de nematodos bajo el ciclo de 22 h (LO/FC, 11 h: 11h). La actividad del
reportero en las poblaciones analizadas {n = 60) mostré un periodo corto (PC, barra azul, n = 14) o un
periodo normal (PN, barra roja, n = 29). Las restantes 17 poblaciones fueron arritmicas. B-C|
Luminiscencia promedio y grafico de Rayleigh que muestra las acrofases de las sefiales de lo
nematodos de PC bajo T24 (puntos rojos) y T22 (puntos azules) (test de Rayleigh P < 0,001; LO/FC 24
h ZT14,.5 £ 0,4 h vs LD/CW 22 h ZT16,7 + 0,3 h, P < 0,001, mulfti-sample test for equal median
directions). D-E| Luminiscencia promedio y gréfico de Rayleigh que muestra las acrofases de las
sefiales de lo nematodos de PC bajo T24 (puntos rojos) y T26 (puntos azules) (test de Rayleigh P <
0,001; LO/FC 24 h ZT15 + 0,4 h vs LD/CW 22 h ZT16,3 + 0,5 h, no significativo, multi-sample test for
equal median directions). La luminiscencia se muestra como promedio £ SEM. UDNL: Unidades
normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion de 100 nematodos
adultos fue considerada como una muestra bioldgica independiente (n). Las lineas rojas en los
graficos indican puntos de referencia de T24 en los ciclos T22.

Durante el experimento bajo el ciclo T largo (LO/FC, 26 h, n = 60), de manera similar,
se encontraron dos grandes grupos de poblaciones. En el primero, los nematodos se
sincronizaron a los Zeigebers con un periodo de 26,6 £ 0,1 h (PL, periodo largo, n = 37, barra

azul de la Figura 2.15A) y exhibieron un avance de fase entre T26 y T24 (LO/FC 24 h ZT16,3
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0,4 h vs LO/FC 26 h ZT15,5 £ 0,4 h, Figura 2.15B y C), lo cual de nuevo es consistente con lo
esperado por bibliografia para una verdadera respuesta circadiana (Aschoff 1965). El
segundo grupo, fue incapaz de entrenar al ciclo de 26 h y mostré un periodo cercano a las
condiciones de free-running de 24,6 £ 0,2 h (PN, periodo normal, n = 10, barra azul de la
Figura 2.15A). En este caso, no se encontraron diferencias significativas entre las acrofases
bajo T24 y T26 (LD/CW 24 h ZT16,3 + 0,3 h vs LD/CW 22 h ZT16,5 + 0,3 h, Figura 2.15D y E).
Remarcablemente, el entrenamiento bajo el ciclo T de 26 h fue mas consistente y efectivo
que bajo el ciclo de 22 h (alrededor del 62 % de las poblaciones siguieron el T26, en
comparacion con solo el 24 % que lograron entrenar con el T22). Esto es consistente con
nuestros datos previos, ya que el periodo del ritmo bajo condiciones constantes a 17°C fue

de 25+ 0,4 h, el cual es mas cercano a 26 h que a 22 h.

A B 6

022 23 24 25 26 27
Periodo (horas)

PL

Luminiscencia (UDNL)
£

°
i

o
&t

[#%]
Luminiscencia (UDNL)
S
0 G

S
&

o
)]

24 48 72 26 120 144
Tiempo (horas)

Figura 2.15| Los ritmos de luminiscencia pueden ser entrenados a ciclos T de 26 h. A| Periodos
promedio de las poblaciones de nematodos bajo el ciclo de 26 h (LO/FC, 13 h: 13h). La actividad del
reportero en las poblaciones analizadas (n = 60) mostré un periodo corto (PL, barra azul, n=37) oun
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periodo normal (PN, barra roja, n = 10). Las restantes 13 poblaciones fueron arritmicas. B-C|
Luminiscencia promedio y grafico de Rayleigh que muestra las acrofases de las sefales de lo
nematodos de PL bajo T24 (puntos rojos) y T22 (puntos azules) (test de Rayleigh P < 0,001; LO/FC 24
h ZT16,3 + 0,4 h vs LD/CW 22 h ZT15,5 + 0,4 h, P = 0,01, multi-sample test for equal median
directions). D-E| Luminiscencia promedio y gréfico de Rayleigh que muestra las acrofases de las
sefiales de lo nematodos de PN bajo T24 (puntos rojos) y T26 (puntos azules) (test de Rayleigh P <
0,001; LO/FC 24 h ZT16,3 £ 0,3 h vs LD/CW 22 h ZT16,5 £ 0,3 h, no significativo, multi-sample test for
equal median directions). La luminiscencia se muestra como promedio + SEM. UDNL: Unidades
normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion de 100 nematodos
adultos fue considerada como una muestra biolégica independiente (n). Las lineas rojas en los
graficos indican puntos de referencia de T24 en los ciclos T26.

Finalmente, se completd la caracterizacion circadiana del ritmo de sur-5 mediante un
analisis del mismo bajo un ciclo esqueleto de luz y temperatura, que consistid de 2 pulsos (2
h de luz y temperatura baja, 15,5°C), al inicio y la final del dia circadiano (ZT0-2 y ZT10-12).
Como se observa en la figura 2.16, alrededor del 50 % (n = 48) de las poblaciones fueron
claramente capaces de sincronizar al nuevo ciclo esqueleto, con un periodo promedio de
23,9 = 0,3 h (Figura 2.16D). La mayoria de las poblaciones también exhibieron algo de
enmascaramiento en respuesta a los pulsos cortos, lo cual se puede evidenciar por los picos
relativos que se observan en la seiial justo después del momento de los pulsos. Alrededor
del 30 % de estas poblaciones mostraron un entrenamiento verdadero al ciclo esqueleto y
mantuvieron su fase luego de ser liberadas en condiciones constantes (n = 15) (Figura 2.16A
y C). Ademads, se encontré una oscilacion circadiana clara y robusta con un periodo promedio
de 25,1 + 0,5 h (periodograma LS) en aproximadamente 40% de las poblaciones (Figura

2.16D).
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Figura 2.16| Los ritmos de luminiscencia pueden ser entrenados a ciclos esqueleto de luz y
temperatura. Poblaciones de nematodos (n = 48) fueron entrenadas a un ciclo esqueleto clasico por
4 dias (ZT, 2 h de pulso de luz y 15,5°C, a ZT0-2 y ZT10-12, esquematizados por las barras bancas y
azules) seguido de 3 dias bajo free running (FR, oscuridad y 17°C). A| Luminiscencia promedio + SEM
de las poblaciones de nematodos entrenadas bajo este ciclo (n = 15). B| Gréafico de puntos que
muestra las acrofases (maximos de luminiscencia) por dia durante el ciclo esqueleto (ZT) y durante el
primer dia de free-running (FR, n = 15). El periodo de cada ciclo bajo ZT fue calculado como la media
de las distancias entre las acrofases de cada poblacion con una ventaja de 24 h, mientras que bajo CT
se estimé por el método clasico de ajuste a un coseno por cosinor. C| Grafico de Rayleigh que
muestra las acrofases de las sefiales de lo nematodos bajo ZT (puntos rojos) y FR (puntos azules) (test
de Rayleigh P < 0,001; ZT16,9 + 0,5 h vs LD/CW 22 h ZT18,24 + 0,7 h, no significativo, multi-sample
test for equal median directions). D| Periodos promedio de las oscilaciones luminiscentes bajo
condiciones de ZT (barra roja, n = 24, periodo LS 23,9 £ 0,3 h) o de FR (barra azul, n = 19, periodo LS
25,1 + 0,5 h). Solo 15 de las 19 poblaciones ritmicas bajo FR mostraron estar entrenadas y las
poblaciones restantes fueron arritmicas (n = 29). UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin
la tendencia (detrended). Cada poblacién de 100 nematodos adultos fue considerada como una
muestra bioldgica independiente (n).
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Discusion

En este capitulo se demostré que el método basado en el reportero luminiscente
resultd muy sensible y no invasivo, y reveld ritmos robustos de luminiscencia a nivel
poblacional in vivo, permitiendo demostrar muchas de las propiedades fundamentales de la
ritmicidad circadiana en este poderoso organismo modelo.

Mediante el registro de luminiscencia de las poblaciones trangénicas, fue posible
analizar y demostrar las tres propiedades fundamentales de los ritmos circadianos presentes
en los ritmos de luminiscencia: oscilacién con un periodo cercano a 24 h bajo condiciones
constantes, entrenamiento del ritmo a un ciclo dual de luz y temperatura y capacidad de re-
sincronizacion del reloj después de un cambio de fase en los Zeitgebers.

El ciclo dual de luz y temperatura, en una combinacidn particular de los estimulos
ambientales, fue vital para poder obtener ritmos robustos, donde el pico de luminiscencia se
encontré cerca de las 4 am y bajo la fase caliente de temperatura (ZT16), y el ritmo se
mantuvo bajo condiciones constantes. Una caracteristica muy peculiar de estos ritmos fue
gue la amplitud de la oscilacién bajé notablemente al pasar de condiciones ciclicas a las
condiciones contantes de entrenamiento. Sin embargo, esta respuesta no es producto de la
caida de la sefial a lo largo del tiempo en las poblaciones, ya que cuando las mismas son
mantenidas durante varios dias bajo ciclo LO/FC no se observé dicho cambio drastico en la
amplitud. En este sentido, si la actividad del reportero reflejara la transcripcion de sur-5, es
posible que la luz o la temperatura provoquen una induccidn en la expresion del gen durante
condiciones variables. Por otro lado, parte de la caida drastica en la amplitud de estos ritmos
durante free-running también se puede explicar por un efecto probable de desincronizacion
de los ritmos de cada uno de los individuos dentro de la poblacién, lo cual genera que al
promediar las distintas fases, la oscilacién resultante sea menos robusta. Este efecto fue
muy visible en el experimento bajo condiciones constantes de oscuridad y 20°C, donde a
medida que pasaron los dias las oscilaciones mostraron una acrofase menos definida. Sin
embargo, el hecho de que los registros pudieron ser seguidos por al menos 4 dias en
condiciones constantes, sugiere que los nematodos individuales estaban aun sincronizados
entre si, dentro de cada poblacidn. Es de destacar que la sensibilidad de la técnica utilizada
fue esencial, ya que permitio el registro de datos durante varios dias y por ende un analisis

fiel y preciso de los parametros matematicos de las oscilaciones.
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Por otro lado, se encontrd una marcada dependencia de la acrofase en los ritmos de
luminiscencia de sur-5 con la temperatura del ciclo LO/FC (15,5/17°C ZT15,6 £+ 0,3 h y
19,5/21°C ZT16,9 + 0,5 h), reflejando algunos aspectos adaptativos del ritmo en relacion al
ambiente natural de los nematodos. Es interesante que una fuerte dependencia de la fase
con la temperatura fue también descripta en la tolerancia circadiana a estrés abidtico en C.
elegans (Kippert, et al. 2002), donde la fase del ritmo en un ciclo de luz-oscuridad se
retrasaba a medida que la temperatura aumentaba. En este caso, los autores propusieron
gue esta respuesta podia ser una consecuencia del estrés per se, ya que temperaturas mas
altas pueden causar un estrés hiper-osmético mas temprano durante el dia (Kippert, et al.
2002). En este sentido, una caracterizacidon funcional del ritmo de luminiscencia sera
necesaria para elucidar qué mecanismos estan detras de la ritmicidad observada en la
luminiscencia y desde alli que implicancias puede tener la dependecia de este ritmo con la
temperatura. Interesantemente, estudios sobre el comportamiento de termotaxis muestran
gue C.elegans exhibe esta respuesta muy especifica y asociada en realidad a la condiciones
de disponibilidad de bacterias durante el crecimiento. Se ha demostrado que animales que
fueron bien alimentados durante el crecimiento muestran atraccion por la temperatura de
crecimiento cuando son dejados en una condicion de gradiente térmico sin bacterias. Sin
embargo, si son crecidos en un ambiente pobre en bacterias y en hambruna, esto puede
inducir el comportamiento opuesto, una respuesta aversiva a la temperatura de crecimiento.
Estos resultados sugieren que el cambio en el estado de alimentacidon rapidamente estimula
un switch entre la atraccion y la aversidon para la temperatura memorizada y que la
adquisicién de una nueva temperatura de memoria se establece mas lentamente cuando
son sometidos a condiciones variables de crecimiento y alimentacion (Mobhri, et al. 2005).
Dado que en nuestro esquema de crecimiento, los animales primero son entrenados y
crecidos durante varios dias en placa con bacterias hasta que alcanzan el estadio L4, y luego
son transferidos a un medio axénico, sin bacterias, seria interesante estudiar si esta fase del
ritmo de luminiscencia cambia si las condiciones de crecimiento son distintas o incluso poder
analizar estos ritmos en un medio con bacterias, algo que se estd tratando de poner a punto
en el laboratorio para la realizacidon de experimentos de ARN interferencia.

A través del reportero luminiscente fue posible el estudio de muchas otras
caracteristicas que subyacen a los mecanismos circadianos del reloj de C. elegans, que no

habian sido antes estudiadas en profundidad antes. Entre ellas se puede mencionar a la

146



Capitulo I

arritmicidad encontrada bajo condiciones de luz y temperatura baja constantes, la capacidad
de entrenar estos ritmos a distintos ciclos T y la curiosa habilidad de los nematodos para
sincronizarse a sefiales ambientales no continuas, como en el ciclo esqueleto de los
Zeitgebers.

En el caso del entrenamiento a distintos ciclos T, se encontraron dos grupos de
poblaciones bien definidos, uno que fue capaz de entrenar al nuevo ciclo y otro grupo de
poblaciones donde los animales mostraron un periodo similar al de free-running, cercano a
24 h, y muy distinto del periodo del ciclo de entrenamiento impuesto. Ademas, bajo el ciclo
de 22 h, los nematodos mostraron un retraso de fase, mientras que bajo T26 se evidencié un
adelanto de fase, comparando las acrofases con el ciclo regular de 24 h anterior. Estos
resultados son exactamente los esperados de acuerdo a lo reportado en bibliografia (Aschoff
1965) y sugieren que 22 y 26 h estan muy cerca de los limites de entrenamiento para C
elegans, caracteristicas que antes eran desconocidas sobre la biologia circadiana de este
animal. En este sentido, un estudio previo analizé ritmos de olfacion a 1-octanol en C
elegans bajo ciclos de temperatura de 3°C de variacion en ciclos de T24 y T23. Mientras que
en el ciclo de T24 los ritmos eran relativamente faciles de observar, bajo T23 la respuesta era
muy ruidosa y muy poco robusta (Olmedo, et al. 2012).

Finalmente, es de destacar la capacidad de los nematodos de entrenar al ciclo
esqueleto discontinuo, donde solo recibieron pulsos de luz y frio que delimitaban al rango
original de 12 horas bajo estas condiciones. Esta propiedad del reloj de C. elegans nunca fue
estudiada con anterioridad y sugiere que probablemente sea una condicién natural a la cual
estén sometidos los nematodos en su nicho ecolégico. Es posible pensar que los nematodos
puedan llegar a desplazarse desde abajo del suelo hasta la superficie en busca de alimento a
lo largo del dia y que al estar dentro de las frutas y de las raices de las plantas
probablemente no reciban luz y temperatura constante durante muchas horas. En este
sentido, recientemente se han realizado estudios poblaciones que muestran que C. elegans
es una especie altamente dindmica y que posee un estilo de vida muy marcado por el
ambiente fluctuante del suelo, donde la disponibilidad de comida varia azarosamente en
tiempo y espacio (Felix y Duveau 2012; Frezal y Felix 2015). Se ha descripto que estos
nematodos se desplazan desde el suelo hacia la superficie, donde son transportados por
distintos insectos y pequefios animales en estadios larvales dauers, altamente resistentes,

salen en busqueda de condiciones dptimas de desarrollo. Estos dauers actlian como
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colonizadores de pequefias poblaciones que son aisladas en raices de plantas y frutas en
descomposicién a lo largos del dia, de manera que también deben estar en contacto con
radiacion solar. Cuando el alimento se acaba, nuevos dauers sobrevivientes de estas
condiciones adversas salen al suelo a explorar de nuevo los alrededores y comenzar nuevos
ciclos. Durante estos movimientos migratorios y el establecimiento de nuevas polaciones
activas, es posible que los nematodos estén en contacto con ciertas claves ambientales en
determinados momentos del dia, que sean sensadas y utilizadas por el reloj como estimulos
sincronizadores.

Mds alld de haber demostrado las principales caracteristicas del sistema circadiano
de C. elegans, alun resta por determinar la base de los mecanismos de sincronizacion por

diferentes pautas ambientales.
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Capitulo Ill:
Vias foticas y térmicas involucradas en

la sincronizacion del reloj

“There is certainly a universal and unconscious propensity to impose a rhythm even when
one hears a series of identical sounds at constant intervals. John lverson, a neuroscientist
and an avid drummer, has pointed this out. We tend to hear the sound of a digital clock, for

example, as "tick-tock, tick-tock" - even though it is actually "tick tick, tick tick”.

— Oliver Sacks. Musicophilia: Tales of Music and the Brain, 2007
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Introduccion

Circuitos neuronales involucrados en el sensado de temperatura

En 1975, Hedgecock y Russell descubrieron por primera vez un comportamiento
notable en C. elegans, en el cual los animales recordaban la temperatura ambiente a la que
habian sido previamente cultivados y migraban y se movian isotérmicamente alrededor de
tal temperatura cuando eran dejados en una placa con un gradiente térmico (Hedgecock y
Russell 1975). Dado que este comportamiento, llamado termotaxis, es dependiente de la
experiencia, es una gran herramienta para estudiar percepcidn sensorial, regulaciones a
nivel de comportamiento, plasticidad neuronal y memoria, entre otras funciones.

El circuito neuronal que controla el sensado y la respuesta a la temperatura fue
descubierto posteriormente gracias a una serie de experimentos con ablacién laser (Mori y
Ohshima 1995). En el nematodo, la temperatura es sensada principalmente por la neurona
AFD, la cual se ha demostrado que responde a estimulos térmicos mediante registros de
imagenes de calcio utilizando el sensor camaledn amarillo (Kimura, et al. 2004). Una neurona
X, aun desconocida, transmite esta informacion rio abajo a dos interneuronas, la AlY y la AlZ,
las cuales controlan dos respuestas de termotaxis opuestas, la migracion hacia temperaturas
mas altas (movimiento termofilico) y la migracion hacia temperaturas mas bajas
(movimiento criofilico), respectivamente. Luego, estas dos respuestas son integradas en la
interneurona RIA.

Diversos estudios géneticos y fisiologicos mostraron que la neurona olfatoria AWC
también estd involucrada en el sensado de temperatura (Biron, et al. 2008). El primer indicio
de esta respuesta fue hallado a través del mutante de EAT-16, que presenta una termotaxis
defectiva hacia temperaturas bajas. Se trata de un gen homdlogo de las proteinas
reguladoras de mamiferos de la sefializacion por proteina G (RGS), y la mutacion solo puede
ser rescatada expresando el ADN codificante para el gen en la neurona AWC (Bargmann, et
al. 1993). Posteriormente se encontré también que la concentracidn de calcio en ambas
neuronas, AWC y AFD, se incrementa frente aumentos de temperatura (Biron, et al. 2008).
Sin embargo, la neurona AWC responde a cambios de temperatura pero de manera mucho
mas estocastica que la AFD, y estas respuestas solo son exacerbadas y mas uniformes

cuando el rango de temperatura es mas amplio (Bargmann, et al. 1993). Por lo tanto, se cree
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que las propiedades de termorrecepcion de las neuronas AFD y AWC son diferentes, pero
aun no se ha logrado discriminar el proceso en detalle (Kimata, et al. 2012).

Recientemente, las neuronas ASI, previamente descriptas como neuronas sensibles a
feromonas, también fueron involucradas en la termorrecepcidén bajo condiciones inusuales
de ensayo que incluyen una pendiente aguda de temperatura de 1°C/cm (Beverly, et al.

2011) (Figura 3.1).
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Figura 3.1| Comportamiento de termotaxis en C. elegans y circuito neuronal involucrado. A| C.
elegans cultivado con comida a una temperatura particular y luego liberado en un gradiente térmico
migra hacia la temperatura de crecimiento tanto en gradientes lineares (izquierda) como circulares
{derecha). El punto de inicio del nematodo esta indicado con la X. Los puntos blancos en las figuras
del gradiente térmico lineal indican los puntos terminales del movimiento de nematodos individuales
1 h después del experimento. Se muestran ademas, recorridos tipicos de los animales con lineas
blancas en el gradiente térmico circular. B] Modelo actual del circuito neuronal involucrado en la
termotaxis. Los estimulos térmicos son sensados por las neuronas AFD, AWC, ASI y por una neurona
aun no identificada X, la informacion es transmitida rio abajo a las interneuronas AlY y AlZ y luego es
integrada en la interneurona RIA. Las interneuronas AlY y AIZ media la migracion del animal hacia
termperaturas mas altas (termofilico, T) y a temperaturas mas bajas (criofilico, C y c),
respectivamente. Imagen adaptada de Kimata, et al. 2012.
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En este mismo trabajo, los animales cultivados a 15°C o 20°C son colocados en una
placa con temperaturas de 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10°C mas altas que la temperatura de
crecimiento. Bajo estas condiciones, los animales wild type muestran un comportamiento
criofilico robusto, mientras que animales mutantes de tox-4, un canal activado por
nucledtidos ciciclos (GMPc) se mueven al azar. Los defectos en este mutante son rescatados
expresando el ADN codificante de tax-4 en diferentes combinaciones de neuronas AFD, AWC
y ASI (Beverly, et al. 2011). Estos autores sugieren ademas que la degeneracion en estas tres
neuronas contribuye a la generacién de un comportamiento robusto de movimiento en frio.
Por otro lado, registros de imagenes de calcio muestran que la neurona AS| podria responder
a cambios de temperatura y que el rango al cual responden cambia en ausencia de la AFD.
Estos resultados podrian implicar la regulacidon de la temorrecepcion de la ASI a través de
una sefal neuroendrocrina desde la AFD (Beverly, et al. 2011).

Una cuestion muy interesante acerca de estas neuronas es que poseen memoria de
temperatura. Estudios fisioldgicos recientes muestran por ejemplo que la concentracién de
calcio en las neuronas AFD se incrementa transientemente en respuesta al calentamiento,
solo por encima del umbral que fue establecido por la temperatura previa de cultivo. De esta
manera, la neurona AFD de animales cultivados a 20°C responde solo al incremento de
temperatura por encima de 19°C y en los animales crecidos a 15°C o 25°C, el umbral de
respuesta de la AFD también esta cerca de estas temperaturas (Kimura, et al. 2004). Cuando
estimulos de diferentes temperaturas son utilizados, la AFD responde a ambos,
calentamiento y enfriamiento, abriendo y cerrando canales idnicos, y es capaz de discriminar
cambios de temperatura tan pequefios como 0,05°C (Clark, et al. 2006). Por la habilidad de la
AFD para almacenar una memoria de temperatura, esta neurona es muy utilizada como
modelo para comprender los mecanismos de memoria de células individuales y en la
modulacién de la fuerza sindptica para el establecimiento de estas memorias. En cuanto a la
sensibilidad de la AWC, los registros de calcio muestran que también responde a cambios de
temperatura y que la respuesta solo se dispara por encima de cierto umbral relacional
también con las condiciones previas de cultivo, como en la AFD (Kuhara, et al. 2008) (Figura

3.2)
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Figura 3.3| Respuesta neuronal a un estimulo térmico. A| Sistema de termosensado de C. elegans.
Neuronas y tejidos termosensibles, AFD, AWC y ASI en la cabeza y neuronas multidendricas PVD y
FLP que responden a la temperatura. Un mecanismo transcripcional mediado por HSF-1 en células no
neuronales responde a la temperatura de cultivo y modifica la termotaxis. B-D| Respuestas
fisioldgicas en las neuronas termosensibles AFD (B) y AWC (C, D). Incrementos y disminuciones
relativas de la concetracién de Ca*? intraceluar medidas con el sensor camaledn amarillo (YC, AR/R, B
y C) y GCamP (D). Las lineas de colores representan la tasa de cambio de YC y los cambios de
fluorescencia de GCamP. Los cambios de temperatura estan indicados con la linea solida negra. La
tasa de eventos de Ca* son bajos cuando se aplican estimulos de temperaturas homogéneos, pero se
incrementan a medida que aumenta la amplitud de los estimulos (D). Imagen adaptada de Kimata, et
al. 2012.

Mecanismos moleculares en las neuronas de termorrecepcion

El mecanismo molecular por el cual la neurona AFD es capaz de sensar temperatura
se conoce con bastante detalle, e involucra tres guanilato ciclasas (GCY-8, GCY-18 Y GCY-23)
y un canal ionico que responde a GMP ciclico, que consiste en dos subunidades, TAX-2 y TAX-
4 (Komatsu, et al. 1996; Inada, et al. 2006). Sin embargo, no se conoce exactamente cual el

termorreceptor en la superficie de la membrana que inicia toda la respuesta.
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Mutaciones en las distintas guanilato ciclasas producen distintas anormalidades en el
comportamiento de respuesta a temperatura: mutaciones en el gen gcy-8 causan defectos
en la termotaxis mediada por AFD y mutaciones en gcy-18 o en gcy-23 cambian el rango de
temperatura de la termotaxis hacia temperaturas mas bajas o altas, respectivamente. Estos
resultados indican que una regulacién muy fina de los niveles de GMP ciclico es requerida
para el correcto funcionamiento de la AFD. Ademas, la TTX-4/proteina quinasa C epsilon/eta
y la TAX-6/calcineurina fueron identificados como reguladores negativos de la actividad y
plasticidad de la AFD (Kuhara, et al. 2002; Okochi, et al. 2005). La DGK-3, una de las
diacilglicerol quinasas de C. elegans, modifica la velocidad de adaptacién de la AFD para una
nueva temperatura de cultivo y regula la salida de AFD para el comportamiento de
plasticidad mas que la termosensibilidad per se (Biron, et al. 2006). Finalmente, CMK-1, un
homaélogo de la quinasa CaMK I/IV, y CREB estan involucrados rio debajo de TAX-2/TAX-4 en
la expresion génica inducida por la activacion de la AFD (Kimata, et al. 2012).

En la neurona AWC, otra serie de moléculas estan involucradas en la via de sensado
de temperatura, pero la informaciéon también es transmitida a través de una via de
sefializacion dependiente de proteina G que involucra G alfa (ODR-3), la guanilato ciclasa
ODR-1, el regulador EAT-16 y el canal activado por GMP ciclico TAX-2/TAX-4 (Kuhara, et al.
2002; Biron, et al. 2006). Un homdlogo del receptor acoplado a proteina G, STRTX-1,
funciona como un posible sensor de temperatura en la AWC, pero su funcidn todavia no esta
completamente elucidada. Por lo tanto, las neuronas ADF y AWC utilizan una via de
sefializacidon basada en proteina G muy similar para el sensado de temperatura, la cual
ademas es homdloga a la cascada de sefializacidn presente en el mecanismo de visidn de los

mamiferos (Kimata, et al. 2012) (Figura 3.3).
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Figura 3.3| Mecanismos moleculares que intervienen en el sensado de temperatura y luz. A| Los
estimulos térmicos son sensados por receptores aun no identificados en el extremo sensorial de la
neurona AFD; luego proteinas G no identificadas activan las guanilatos ciclasas GCY-8, GCY-18 Y GCY-
23, produciendo un aumento en la concentracion de cGMP y regulando la apertura del canal CGN
(ciclic nucleotide gated cannel) TAX-2/TAX-4. Tax-6/calcineurina, DGK-1/DAG quinasas, TTX-
4/proteina quinasa C y CMK-1/CaMK I/IV actian como reguladores de la via de sefializacion por
temperatura. CRH-1/CREB vy el receptor nuclear NHR-69 también regulan rio abajo la transcripcién
mediada por temperatura. A| Un posible receptor SRTX-1 acoplado a proteina G regula la tasa de
respuesta de la neurona AWC frente a cambios de temperatura. ODR-3/proteina G alfa activan la
guanilato ciclasa ORD-1, generando cambios en la concentracion de cGMP, lo que finalmente abre el
canal TAX-2/TAX-4, EAT-16/RSG actian como reguladores negativos de de la via de sefializacién por
temperatura en AWC. C| Modelo de la cascada de foto-transduccidon ejemplificado para la neurona
ASJ. En este caso, dos receptores acoplados también a proteinas G, LITE-1 y GUR-3 actuarian como
fotorreceptores, al menos dos proteinas G alfa, GOA-1 y GPA-3 podrian estar acopladas a las
guanilato ciclasas DAF-11 y ODR-1 y estas generan un aumento en la concentracion de cGMP que
finalmente abre los canales TAX-2/TAX4. El aumento de Ca™ intracelular induce una cascada de
comportamiento rio abajo como la fototaxis negativa. Imagen adaptada de Kimata, et al. 2012.
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Mecanismos involucrados en el sensado de luz

En el afio 2008, Edwards et al mostraron que a pesar de tratarse de un animal ciego,
C. elegans era capaz de acelerar la velocidad de locomocion rapidamente en respuesta a
pulsos de luz azul o de longitud de onda corta, con una respuesta maxima frente a la luz
ultravioleta (Edwards, et al. 2008). Ademas, los autores mostraron que el nematodo utilizaba
esta fototaxis negativa como un mecanismo protectivo para escapar de dosis altas de luz
solar y asi evitar dafos asociados con mutaciones en el ADN. En el mismo sentido, se ha
demostrado que la habilidad de sensar luz del nematodo es esencial para la supervivencia,
ya que la exposicion prolongada a la luz azul, UV-A y UV provoca paralisis y muerte en los
animales (Ward, et al. 2008). Finalmente, se ha sugerido que este comportamiento podria
entonces también proveer de un mecanismo potencial para retener a los nematodos debajo
del suelo (Liu, et al. 2010).

La luz es sensada en el nematodo mediante un nuevo tipo de fotorreceptores, no
candnicos, pertenecientes a la familia de los receptores gustativos de invertebrados (Gr). Al
menos dos proteinas, LITE-1 y GUR-3, han sido asociados con esta respuesta, y la expresion
ectdpica de cualquiera de ellos en células no sensibles a la luz les confiere la capacidad de
responder a ella (Figura 3.4) (Edwards, et al. 2008).

Recientemente se descubridé que GUR-3 funciona en realidad como un receptor de
alta afinidad por perdxido de hidrogeno y que LITE-1 funciona ademas como un receptor de
especies reactivas de oxigeno, mostrando también una baja afinidad por H,0; (Bhatla y
Horvitz 2015). Estos mismos autores sugieren entonces que la respuesta de LITE-1 a la luz
solar puede estar mediada en realidad por la generacidn de especies reactivas de oxigeno
por la luz, mas que por la deteccion directa de fotones. Por otro lado, los autores sugieren
que GUR-3 seria solo activado por luz muy brillante no natural, por lo que esta via podria
funcionar naturalmente en la deteccion ambiental de H,;0; y/o otras especies reactivas de
oxigeno y no en la deteccidn de luz natural.

Mediante técnicas de ablacion laser, Ward et al determinaron que una combinacion
de 7 neuronas (ASJ, AWB, ASK, ASH, ASI, AWC y ADL) son necesarias para eliminar
completamente la respuesta de fototaxis negativa mediada por la cabeza (Ward, et al. 2008).
Todas estas neuronas son ciliadas y cuatro de ellas, ASJ, AWB, ASK y ASH, juegan un rol

esencial en esta respuesta, ya que cuando son eliminadas, generan un defecto severo en la
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respuesta del animal a la luz. La ablacién de estas cuatro neuronas de manera individual o en
diferentes combinaciones no genera efectos tan marcados, revelando la presencia de

redundancia funcional en la respuesta fototactica (Ward, et al. 2008) (Figura 3.4).
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Figura 3.4| Comportamiento de fototaxis negativa en C. elegans y circuito neuronal involucrado.
A| Tasas promedio de locomocion de nematodos en respuesta a estimulos luminicos de diferentes
longitudes de onda, aplicados mediante un pulso de luz en la cabeza. B| Secuencia de imagenes que
muestran la respuesta de huida de un nematodo adulto que recibe un pulso de luz UV-A de 2
segundos en la cabeza mientras se esta moviendo hacia adelante. En animal rapidamente responde
frenando su movimiento hacia adelante e iniciando el movimiento en reversa. C| Representacion
esquematica de las neuronas que conforman el sistema de fotorrecepcion del nematodo. Se muestra
una vista lateral de la cabeza del nematodo, con las neuronas sensibles a la luz marcadas en colores:
ASK izquierda (rojo), AWB izquierda (verde), ASH izquierda (azul) y ASJ izquierda (amarillo). A la
derecha se muestra cada par de neuronas fotosensibles pero en un modelo en tres dimensiones.
Imagen adaptada de Edwards, et al. 2008, Ward, et al. 2008 y de http://www.wormatlas.org/.

Se ha descripto también que mutantes de tax-2 muestran defectos en la respuesta de

huida a la luz, y el rescate bajo promotores especificos para ASJ, ASK o AWB solas no es
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suficiente para revertir este fenotipo, lo cual sugiere que podria haber miltiples células
fotorreceptoras que poseen funciones solapadas y que median la respuesta de fototaxis en
C. elegans. Ademas, se ha descripto que un pulso de luz evoca una corriente de entrada en la
neurona ASJ que se desencadena unos milisegundos después del estimulo con luz UV-A, azul
o verde, con un efecto mucho mas fuerte para la luz UV-A. Adicionalmente, esta corriente
inducida por luz puede ser inhibida mediante el tratamiento de los nematodos con L-cis-
diltiazem, un inhibidor especifico de canales CNG que también bloquea este tipo de
respuestas en conos y bastones del sistema de visién de los vertebrados (Ward, et al. 2008).
A partir de estos experimentos, se ha podido elucidar con cierto detalle el
mecanismo molecular de la via de fotorrecepcidn en la neurona ASJ, el cual se lleva a cabo
mediante una cascada de sefializacion muy similar a la involucrada en la termorrecepcion. En
el caso de la luz, la cascada via proteina G comienza con los receptores LITE-1/GUR-3, los
cuales transducen la sefial rio abajo a dos guanilata ciclasas asociadas a la membrana, DAF-
11 y ODR-1, que difieren de las fosfodiesterasas cldsicas de vertebrados. Esto genera el
aumento de los niveles de GMP ciclico, lo que provoca la apertura de los mismos canales
activados por GMP ciclico conformados por TAX-2 y TAX-4 que participan en la
termorrecepcion, y finalmente generan la estimulacién de la neurona por despolarizacién y
la consecuente respuesta de fototaxis negativa (Ward, et al. 2008; Liu, et al. 2010) (ver

Figura 3.3).

A pesar de que se conoce mucho acerca de los mecanismos moleculares y los
circuitos neuronales involucrados en el sensado de luz y temperatura, existe muy poca
informacion disponible acerca de la interaccién entre estos y el sistema circadiano.
Comprender como el reloj de C. elegans es capaz de sensar los Zeitgebers ambientales para
regular sus comportamientos ritmicos es de gran relevancia, porque puede abrir las puertas
indirectamente al descubrimiento de qué neuronas conforman el reloj central. Ademas,
dada la gran redundancia existente en los mecanismos de foto y termorrecepcidn, seria muy
interesante poder comprender como interaccionan estos sistemas para poner en hora al
reloj y modular los patrones de las oscilaciones que se han descripto en varios niveles. En
este capitulo se buscard entender como el ciclo dual de luz y temperatura es interpretado
por el nematodo, mediante experimentos clasicos cambiando las condiciones ambientales.

Ademas, con el objetivo de elucidar posibles vias féticas y/o térmicas involucradas en la
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sincronizacion del reloj central, se aprovecharan distintos mutantes disponibles en el CGC de

componentes moleculares que estan implicados en estos sistemas sensoriales.
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Materiales y Métodos

Cepas de nematodos

En esta seccion del trabajo se utilizaron las lineas con el arreglo extracromosomal
Psur-5::luc::gfp;, pRF4 y ademds se generaron nuevas lineas mediante microinyeccién de
Psur-5::luc::gfp (50 o 100 ng/ul) y pRF4 (100 ng/pul) en los siguientes mutantes: TQ1101 fite-
1(xu7), MT21793 lite-1(ce314) gur-3(ok2245) y PR671 tax-2(p671). Ademas, para la
obtencion del rescate total de PR671 tax-2(p671), se inyectaron 10 ng/ul de Ptax-2::tax-
2(ADN gendmico)::yfp con 100 ng/ul de Psur-5::luc::gfp. Todas las cepas fueron adquiridas

del Caenorhabditis Genetics Center.

Ensayo de luminiscencia en placa multiwell bajo LO/FC y condiciones constantes

Todos los ensayos fueron realizados como se describio en la seccion de métodos
generales. Para analizar la sincronizacion de la cepa N2 (wild-type) y para las cepas mutantes
TQ1101 lite-1(xu7), MT21793 lite-1(ce314) gur-3(ok2245) y PR671 tax-2(p671), asi como
también para analizar del rescate total de PR671 tax-2(p671), se utilizé el esquema 3,5 dias
bajo el ciclo de 24 h LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux; 15,5°C/17°C, ZT0, luz ON e inicio de la fase
fria) y 4 dias en condiciones de free-running (00/CC, 17°C).

Para los ensayos de inversion de Zeitgebers, los nematodos fueron entrenados por
3,5 dias bajo un ciclo de 24 h LO/CF 12 h: 12 h (0/400 lux; 17°C/15,5°C, ZTO, luz ON e inicio
de la fase caliente) y 4 dias en condiciones de free-running (OO/FF, 15,5°C).

Para los ensayos de entrenamiento solo a temperatura, los nematodos fueron
entrenados por 3,5 dias bajo un ciclo de 24 h FC 12 h: 12 h (15,5°C/17°C, ZT0, inicio de la fase

fria) y 4 dias en condiciones de free-running (CC, 17°C).

Anédlisis de Datos

Todos los datos fueron analizados como se describié durante la seccion de métodos
generales. En todos los caso un valor de P < 0,05 fue considerado como el minimo para ser
estadisticamente diferente. Los valores de significancia se denotaron como sigue: ***P <
0,001; **P < 0,01; *P < 0,05.
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Resultados

Registros de luminiscencia de poblaciones de nematodos bajo un ciclo invertido LO/CF

Una pregunta que todavia queda pendiente es tratar de entender cémo C. elegans es
capaz de sensar los Zeitgebers para generar la respuesta circadiana que se observa en los
ritmos de luminiscencia. Para explorar los mecanismos que controlan la sincronizacion del
reloj circadiano del nematodo, se estudid como la luz y la temperatura influenciaban las
oscilaciones circadianas.

En el capitulo anterior se describid la sincronizacion de poblaciones de nematodos a
un ciclo dual de luz y temperatura, el cual combinaba una fase de luz con temperatura baja y
una de oscuridad con temperatura alta (LO/FC). El objetivo de ese entrenamiento era
entonces tratar de mimetizar las condiciones del nicho ecolégico de C. elegans y la
profundidad del suelo en que éste habita, donde la luz y la temperatura estan desfasadas y
la amplitud térmica es baja y de alrededor de 2°C. Una pregunta que todavia queda
pendiente es conocer si este ciclo de entrenamiento es realmente mejor que otro tipo de
combinaciones, tales como el ciclo inverso, de luz y temperatura alta o incluso un
entrenamiento solo bajo condiciones de temperatura variables, en ausencia completa de luz.
Una tercera posibilidad seria un entrenamiento solo con estimulos luminicos, el cual
también se intentd, pero fue descartado, ya que no es realmente factible de realizar con
total certeza, porque aun las incubadoras mas precisas de la actualidad tienen una variacion
de entre 0,25-0,5°C, y como se describio durante la introduccidn, C. elegans tiene uno de los
sistemas de termorrecepcién mas sensibles del mundo animal, que es capaz de detectar
cambios tan pequefios como de 0,05°C.

Para poder estudiar si la relacion de fases entre ambos Zeitgebers es importante para
sincronizar a los nematodos, se mantuvo fijo el régimen Iluminico y se invirtio
completamente el ciclo de temperatura. En este caso, la fase de luz coincide con la fase de
temperatura alta (LO/CF, 400-0 lux/15,5-17°C; en lugar de LO/FC). De esta manera, ZT0
indica el encendido de la luz y el inicio del rango de temperatura caliente (400 lux/17°C).
Dado que la temperatura es muy importante para el desarrollo de los nematodos y que las
neuronas sensibles a este Zeitgeber muestran mecanismos de memoria de la temperatura

de crecimiento, las condiciones utilizadas para crecer y entrenar los nematodos antes de los
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registros de luz hasta el estadio L4 se mantuvieron iguales, con el ciclo LO/FC (400-0
lux/15,5-17°C).

Al entrenar poblaciones de nematodos bajo este nuevo ciclo invertido, se obtuvieron
resultados muy claros, que mostraron que los nematodos fueron mucho menos capaces de
entrenar bajo estas condiciones y por el contrario, mostraron mayormente una respuesta
del tipo enmascaramiento. Mientras que bajo el ciclo clasico LO/FC alrededor del 80% de las
poblaciones se sincronizaron a las condiciones ambientales mostrando un periodo de 24 h,
bajo el ciclo invertido este nimero cayo al 39%. Ademas, el 85% de las poblaciones fueron
arritmicas o mostraron un cambio abrupto de fase cuando fueron liberadas en condiciones
constantes (oscuridad y 15,5°C). Remarcablemente, los ritmos de luminiscencia mostraron
ademas dos poblaciones con diferentes fases, una cercana al final de la noche y la fase de
temperatura baja (ZT19,9 + 0,6 h), mientras que la otra estuvo cerca de la transicion entre
ambos Zeitgebers (272,30 + 0,4 h). Estos resultados sugieren que solamente una
combinacion precisa de ambas claves ambientales es capaz de entrenar realmente a los

ritmos de luminiscencia de los nematodos (Figura 3.5).
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Figura 3.5| Sincronizacién de poblaciones de gusanos con Psur-5::luc::gfp bajo un ciclo invertido
LO/CF. A| Representacidn esquematica de las condiciones foto y termo-periddicas utilizadas y del
experimento. Las barras blancas/negras indican luz/oscuridad; las barras azules/rojas indican
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temperatura baja/alta; las barras gris y anaranjadas indican noche subjetiva y temperatura alta
subjetiva, respectivamente. Los nematodos fueron entrenados bajo el ciclo combinado 12 h:12 h
LO/FC (400/0 lux, 18.5/20°C, ZT0, encendido de la luz y comienzo de la fase fria de temperatura)
sobre placas de NGM sembradas con E. coli. Al dia 6, 100 nematodos transgénicos que expresaban
gfp fueron seleccionados manualmente y transferidos al medio de luminiscencia y se realizé el
registro de luz bajo un nuevo paradigma de condiciones ambientales, consistente de LO/CF (400/0
lux, 17/15,5°C) y luego bajo condiciones constantes (free-running, FR, oscuridad y 15,5°C). La flecha
verde indica el momento donde comenzo el registro de luz (ZT10). B] Luminiscencia promedio de las
poblaciones gue mostraron masking y dos grupos bien definidos de acrofases (Z719,9 = 0.6 h, linea
negra, n = 39; y Z72,30 + 0.4, linea azul, n = 17; Rayleigh test; P < 0,001). C| Porcentaje de
poblaciones sincronizadas (es decir, con su fase y periodo determinado por los Zeitgebers) y
entrenadas (es decir, que mantuvieron su acrofase cuando se liberaron en condiciones constantes)
bajo LO/FC (n=101) y LO/CF (n = 165; ***P < 0,001; **P < 0,01, test exacto de Fisher de dos colas).
La luminiscencia se muestra como promedio + SEM. UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia
sin la tendencia (detrended). Cada poblacion de 100 nematodos adultos fue considerada como una
muestra bioldgica independiente (n).

Registros de luminiscencia de poblaciones de nematodos bajo un ciclo de temperatura

Posteriormente, para comprender mejor la influencia de la temperatura en el
entrenamiento del ritmo de luminiscencia, se repitié el mismo experimento pero esta vez
solo con un ciclo de temperatura, manteniendo la oscuridad constante (12 h: 12 h,
temperatura alta/baja, CF, A= 1,5+ 0,125°C; ZTO corresponde al inicio de la fase de 15,5°C).
Esta variacion térmica fue suficiente para entrenar algunas poblaciones en ausencia de
sefiales luminicas y fue claramente mejor como entrenamiento para los nematodos que el
ciclo invertido previo, y se encontré una fase con un pico de luminiscencia ligeramente
diferente a la del entrenamiento con el Zeitgeber dual clasico (FC: ZT13,2 £ 0,7 h; LO y FC:
ZT15,6 * 0,3 h). Adicionalmente, el esquema de temperatura sola también tendié a
enmascarar en lugar de entrenar los ritmos circadianos, ya que aln cuando alrededor del
60% de las poblaciones mostraron un ritmo de 24 h bajo las condiciones variables, la mayor
parte perdieron su fase circadiana e inclusive su ritmicidad, al ser liberadas en condiciones
constantes (Figura 3.6). Estos resultados sugieren que, bajo estas condiciones, la
temperatura es un estimulo mucho mas potente que la luz para sincronizar y entrenar al
reloj del nematodo. Sin embargo, tanto la luz como la temperatura son requeridas de
manera conjunta y en una combinacion en particular, para obtener los ritmos circadianos

robustos y entrenados antes encontrados.
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Figura 3.6| Sincronizacién de poblaciones de gusanos con Psur-5::luc::gfp bajo un ciclo invertido
LO/CF. A| Representacién esquematica de las condiciones foto y termo-periddicas utilizadas y del
experimento. Las barras blancas/negras indican luz/oscuridad; las barras azules/rojas indican
temperatura baja/alta; las barras gris y anaranjadas indican noche subjetiva y temperatura alta
subjetiva, respectivamente. Los nematodos fueron entrenados bajo el ciclo combinado 12 h:12 h
LO/FC (400/0 lux, 18.5/20°C, ZT0, encendido de la luz y comienzo de la fase fria de temperatura)
sobre placas de NGM sembradas con E. coli. Al dia 6, 100 nematodos transgénicos que expresaban
gfp fueron seleccionados manualmente y transferidos al medio de luminiscencia y se realizd el
registro de luz bajo un ciclo de temperatura, consistente de FC (15,5/17°C) y luego bajo condiciones
constantes (free-running, FR, oscuridad y 15,5°C). La flecha verde indica el momento donde comenzd
el registro de luz (ZT10). B| Luminiscencia promedio + SEM de las poblaciones entrenadas (linea
negra, n = 19) y enmascaradas (linea azul, n = 35) bajo el ciclo FC. C| Grafico de Rayleigh lineal que
muestra las acrofases de las sefiales de lo nematodos bajo ZT (puntos rojos, n = 45; Rayleigh test; P <
0,01, acrofase promedio ZT13,2 + 0,7 h) y condiciones constantes (CT, puntos azules, n = 24; test de
Rayleigh, no significativo). Las 21 poblaciones remanentes fueron arrimiticas bajo condiciones
constantes. D| Porcentaje de poblaciones sincronizadas (es decir, con su fase y periodo determinado
por los Zeitgebers) y entrenadas (es decir, que mantuvieron su acrofase cuando se liberaron en
condiciones constantes) bajo LO/FC (n = 101) y FC (n = 72; ***P < 0,001; test exacto de Fisher de dos
colas). UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion
de 100 nematodos adultos fue considerada como una muestra bioldgica independiente (n).

Registros de luminiscencia de nematodos mutantes para vias de sincronizacion

Para entender mejor cémo es que el reloj percibe las sefiales del ambiente, se analizé

la expresion del reportero bioluminiscente en diferentes mutantes deficientes en termo- y/o
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fotorrecepcion. Particularmente, se enfocé la caracterizacion molecular de la via a tres tipos
de mutantes de pérdida de funcidn:

1) lite-1(xu7), que presenta una mutacion puntual sin sentido en el gen lite-1 que
codifica para un fotorreceptor menos funcional, presentando un fenotipo de fototaxis
negativa defectuosa (Liu, et al. 2010).

2) lite-1(ce314); gur-3(ok2245) que presenta una mutacidn puntual en lite-1 la cual
afecta un sitio de splicing alternativo de un intrén y una mutacion en el gen gur-3, por
delecién de 1208 pb e insercidn de 2 bases inmediatamente después del primer exdn, lo que
genera un codon de stop prematuro y una proteina no funcional por prediccion
bioinformatica (generado por el C. elegans Gene Knockout Consortium). Este mutante posee
los dos fotorreceptores afectados, presentando una respuesta de fototaxis negativa casi nula
(Bhatla y Horvitz 2015).

3) tax-2(p671), que presenta una mutacion puntual sin sentido en el gen tax-2 y por
lo tanto codifica para una subunidad TAX-2 menos funcional y un canal TAX-2/TAX-4
afectado, mostrando un fenotipo defectivo para termotaxis y quemotaxis (Coburn vy
Bargmann 1996).

Al analizar los ritmos de luminiscencia en los mutantes lite-1(xu7) para el
fotorreceptor LITE-1, se observd una caida notable en el porcentaje de poblaciones
sincronizadas al ciclo LO/FC, que bajé del 78% en los nematodos wild-type al 48% en los
mutantes. Sin embargo, esta mutaciéon no afectd el nimero de poblaciones entrenadas, ya
cuando los nematodos fueron liberados en condiciones constantes, la menor proporcion de
poblaciones sincronizadas fueron igualmente capaces que los wild-type de mantener la
acrofase del ritmo de luminiscencia. Asimismo, y tal como se esperaba, la proporcién de
poblaciones ritmicas bajo condiciones constantes también se mantuvo igual. Esto es
consistente con la hipétesis del rol de estos componentes en vias de sincronizacién del reloj
central y no como parte del mecanismo molecular central, que es el que regula la ritmicidad
bajo condiciones constantes (Figura 3.7).

A pesar de que LITE-1 juega un rol principal en la respuesta a la luz en el rango azul-
violeta, la respuesta fotica residual puede ser explicada por el fenotipo relativamente sutil
de todos los mutantes de LITE-1 (Edwards, et al. 2008) y también por el hecho de que el
fotorreceptor GUR-3 se halla todavia intacto. Por otro lado, también podria suceder que

parte de esta ritmicidad residual se deba a la capacidad intacta de estos nematodos para
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sensar temperatura, que como se mostré antes, también es capaz de entrenar ella misma al
reloj. Entonces, se realizo este mismo experimento pero con poblaciones del doble mutante
lite-1{ce314); gur-3(ok2245), que tal como se describid anteriormente, se esperaba gue
fuera totalmente incapaz de sensar la luz. Remarcablemente, la cepa doble mutante mostré
una tendencia muy similar a la mutante de lite-1{xu7), con alrededor de 46% de poblaciones
sincronizadas bajo las mismas condiciones. Sin embargo, los mutantes lite-1; gur-3 fueron
menos capaces de entrenar a los Zeitgebers que el mutante simple (23% versus 35%) y
presentaron una capacidad de entrenamiento significativamente menor que la cepa wild-
type (23% versus 48%, Figura 3.8). Ademas, tampoco se observo diferencia significativa en la
proporcién de poblaciones ritmicas en estos mutantes, con lo cual el reloj central no estaba
afectado en estos nematodos. Estos resultados concuerdan con la nocién de una respuesta
cooperativa entre diferentes fotorreceptores en el mecanismo de entrenamiento del reloj
central por la luz. El 23% restante de las poblaciones que aln son capaces de entrenar al
ciclo ambiental, pueden ser entonces explicadas por la respuesta residual antes mencionada

a la temperatura.
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Figura 3.7| Sincronizacién de poblaciones mutantes lite-1(xu7) bajo el ciclo LO/FC. A|
Representacion esquematica de las condiciones foto y termo-periddicas utilizadas y del experimento.
Los nematodos fueron entrenados bajo el ciclo combinado 12 h:12 h LO/FC (400/0 lux, 18.5/20°C,
ZT0, encendido de la luz y comienzo de la fase fria de temperatura) sobre placas de NGM sembradas
con E. coli. Al dia 6, 100 nematodos transgénicos que expresaban gfp fueron seleccionados
manualmente y transferidos al medio de luminiscencia y se realizo el registro de luz bajo el ciclo
clasico LO/FC (15,5/17°C) y luego bajo condiciones constantes (free-running, FR, oscuridad y 17°C). La
flecha verde indica el momento donde comenzé el registro de luz (ZT10). B| Luminiscencia promedio
+ SEM de las poblaciones mutantes de lite-1 bajo el ciclo LO/FC. C| Porcentaje de poblaciones
sincronizadas y entrenadas bajo LO/FC vy ritmicas bajo FR, de la cepa wild-type (n = 101) y del
mutante lite-1(xu7) (n = 89; ***P < 0,001; test exacto de Fisher de dos colas). D-E| Registros de
luminiscencia de dos poblaciones representativas de B. UDNL: Unidades normalizadas de
luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion de 100 nematodos adultos fue
considerada como una muestra biolégica independiente (n).
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Figura 3.8| Sincronizacién de poblaciones mutantes lite-1{ce314); gur-3(ok2245) bajo el ciclo
LO/FC. A] Luminiscencia promedio + SEM de las poblaciones mutantes de lite-1(ce314); gur-
3(0k2245) bajo el ciclo LO/FC. B| Porcentaje de poblaciones sincronizadas y entrenadas bajo LO/FCy
ritmicas bajo FR, de la cepa wild-type (n = 101) y del mutante lite-1(ce314); gur-3(ok2245) (n = 120;
**%*P < 0,001; test exacto de Fisher de dos colas). C-D| Registros de luminiscencia de dos poblaciones
representativas de B. UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended).
Cada poblacion de 100 nematodos adultos fue considerada una muestra bioldgica independiente (n).

Para el caso de los mutantes del canal tax-2, los ritmos de luminiscencia se vieron
severamente afectados. La sincronizacion al ciclo LO/FC disminuyd a un 22% vy la actividad
del reportero basado en luciferasa no mantuvo una fase entrenada una vez que las
poblaciones fueron transferidas a condiciones constantes (15% de entrenados). Esto sugiere
un rol principal para el canal CNG TAX-2/TAX-4 en el entrenamiento de los ritmos
circadianos. La aparente pérdida de ritmicidad del ritmo promedio poblacional bajo

condiciones constantes se debe a una diferencia de fases entre poblaciones individuales. En
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este sentido, la proporcidén de poblaciones individuales que demostraron ser ritmicas en
condiciones constantes fue de nuevo similar entre los mutantes y la cepa wild-type.

Para corroborar que el fenotipo encontrado realmente se debia al canal TAX-2/TAX-4
defectuoso, se generd un rescate total de tax-2 mediante la microyeccion de Ptax-2::tax-
2(ADN genomico)::yfp y Psur-5::luc::gfp, en el background mutante tax-2(p671). Cuando se
analizaron poblaciones de estos nematodos bajo el ciclo LO/FC, el fenotipo defectivo de los
mutantes fue rescatado completamente, recuperéandose la sincronizacién en un 70% de las
poblaciones y el entrenamiento en un 40% (Figura 3.9).

De acuerdo con estos resultados, la severa pérdida de ritmicidad bajo condiciones
ciclicas en la cepa tax-2(p671) y de entrenamiento durante free running, afiade mas
evidencias en apoyo de la nocién de un entrenamiento dual por luz y temperatura del reloj
del nematodo, ya que el canal CNG TAX-2/TAX-4 es un componente comin de ambas

cascadas de transduccion de senales.
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Figura 3.9| Sincronizacién de poblaciones mutantes tax-2{p671) y de su rescate bajo el ciclo LO/FC.
A| Luminiscencia promedio + SEM de las poblaciones mutantes de tax-2(p671) bajo el ciclo LO/FC. B|
Porcentaje de poblaciones sincronizadas y entrenadas bajo LO/FC y ritmicas bajo FR, de la cepa wild-
type (n = 101) y del mutante tax-2(p671) (n = 121; **P < 0,01, ***P < 0,001; test exacto de Fisher de
dos colas). €] Luminiscencia promedio + SEM del rescate de tax-2(p671) bajo el ciclo LO/FC. D|
Porcentaje de poblaciones sincronizadas y entrenadas bajo LO/FC y ritmicas bajo FR, de la cepa wild-
type (n = 101) y del rescate total del mutante tax-2(p671) (n = 121; **P < 0,01, ***P < 0,001; test
exacto de Fisher de dos colas). E-F| Registros de luminiscencia de dos poblaciones representativas
del mutante tax-2(p671) (E) y del rescate (F).
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Discusion

Uno de los tantos aspectos importantes de la biologia circadiana de C. elegans que
aln se desconocen esta relacionado con la forma en la cual los Zeitgebers, en este caso del
ciclo dual de luz y temperatura, son sensados e interpretados por las neuronas del
nematodo y finalmente llevan a cabo la sincronizacion del reloj central. A partir de este
punto, el reloj inducird la expresion de muchos genes que regularan rio abajo diversas
salidas circadianas, como es el caso del ritmo de luminiscencia controlado por sur-5, que
hemos encontrado en este trabajo.

Para lograr comprender algunos de estos aspectos, en este capitulo se aprovechd la
sensibilidad y la robustez del ritmo de luminiscencia obtenido con el reportero antes
desarrollado, para revelar como la luz y la temperatura pueden afectar estas oscilaciones,
enfocandonos particularmente en la modulacién de los momentos de mayor actividad del
reportero bajo distintos estimulos ambientales. Ademas, en este punto fueron importantes
tres parametros de estos ritmos: la capacidad de sincronizacion de los mismos al ciclo
ambiental; la capacidad de entrenamiento, es decir, que la fase determinada bajo
condiciones ambientales también sea mantenida en ausencia de ellas y finalmente, la
ritmicidad bajo condiciones contantes, todas propiedades fundamentales del reloj central.

Al analizar estos mismos ritmos variando las condiciones ambientales de luz vy
temperatura se encontraron resultados muy claros y evidentes que apoyan la nocién de que
para el reloj del nematodo ambos estimulos son muy importantes y, lo que es mas
interesante, son necesarios en una combinacion de fases particular para lograr entrenarlo
verdaderamente. Cuando en el ciclo de luz y temperatura baja, que se habia elegido para
lograr reproducir las condiciones del suelo donde C. elegans habita, se invirtio el ciclo de
temperatura con respecto al de luz-oscuridad, se encontrd que los nematodos no
“entendieron” el nuevo paradigma y el reloj respondié con una respuesta clara de
enmascaramiento. Solo un pequefio porcentaje de las poblaciones lograron entrenar al
nuevo ciclo, mostrando una fase diferente en comparacién con el ciclo LO/FC, que fue
cercana a la transicion entre ambos Zeitgebers.

Por otro lado, cuando este experimento se realizé en ausencia de luz, y solo en
presencia del ciclo FC de temperatura, si bien esta condicion fue mucho mas fuerte como

estimulo sincronizador (y logré entrenar a un porcentaje mayor de las poblaciones que el
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ciclo de inversién), aln asi no logré alcanzar los niveles logrados con el ciclo elegido
inicialmente LO/FC. Esto demostrd claramente que la temperatura es un Zeitgeber muy
fuerte para el reloj del nematodo, algo gue se podia presumir por la gran sensibilidad que
presenta el animal frente a este estimulo. Este resultado es interesante en si mismo, y abre
las puertas para estudiar como la temperatura sola puede modular los ritmos de
luminiscencia, a través del estudio de rangos de temperatura de diferente amplitud. Podria
suceder, por ejemplo, que fuera posible una mayor eficiencia de entrenamiento con un
ligero aumento del ciclo de temperatura (2 o 3°C). Una cuestién interesante acerca del ciclo
de temperatura solo es que los nematodos presentaron un maximo de luminiscencia
también en la fase mas caliente del ciclo, aunque ligeramente avanzado con respecto al ciclo
dual. Esto sugiere la idea de una cierta preferencia de los nematodos por la temperatura
alta.

Al analizar los ritmos de luminiscencia en las poblaciones mutantes para distintos
componentes de las vias de foto y termorrecepcién, se encontraron diversos grados de
sincronizacion y entrenamiento al ciclo dual de luz y oscuridad. Los mutantes de tax-2(p671)
mostraron estar severamente afectados en la capacidad de entrenamiento a los Zeitgebers y
por ende se puede afirmar que el canal TAX-2/TAX-4 cumple un rol principal en esta
respuesta. Ademas, se encontrd que solamente la mutacion de ambos fotorreceptores, LITE-
1 y GUR-3, es capaz de generar una disminucion significativa tanto en la sincronizacién como
en el entrenamiento del reloj, lo cual sugiere una funcién cooperativa de ambos
fotorreceptores. La capacidad residual de entrenamiento en los mutantes dobles lite-1;gur-3
(cuyas mutaciones debieran generar proteinas no funcionales) podria explicarse por su
capacidad intacta de sensar temperatura. Resultados similares, en cuanto al rol de tax-2,
fueron descriptos previamente por van der Linden et al. (van der Linden, et al. 2010),
guienes demostraron que una mutacidon en TAX-2 es capaz de abolir la expresion de
diferentes transcriptos entrenados bajo condiciones LO o FC (delta de 10°C). Esto indicaba
gue TAX-2 era necesario para la transduccion de ambos Zeitgebers. Ademas, tax-2 fue
recientemente involucrado en la transduccién de sefiales térmicas al reloj circadiano de C.
elegans en ensayos de ritmos de actividad locomotora (Winbush, et al, 2015). A pesar de
esto, no se habia logrado describir hasta el momento un rol para lite-1 en el entrenamiento
de transcriptos mediado por luz y, hasta lo que sabemaos, no existia ningun estudio previo

relacionando gur-3 a las vias de entrada del reloj. En este punto, seria interesante poder
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desglosar la funcién que cumple cada fotorreceptor en la via de sincronizacién, ya que como
se describid anteriormente, se ha reportado que ambos responden a la luz de manera
diferencial. Para ello, seria importante evaluar al mutante simple gur-3{ok2245) bajo LO/FC,
e incluso a los mutantes simples y dobles bajo distintas intensidades de luz. Ademas, como
se ha descripto que LITE-1 y GUR-3 también son capaces de sensar H,0, y/o otras especies
reactivas de oxigeno, algo en lo que estamos especialmente interesados en el laboratorio,
también serd esencial entender si son capaces de percibir la luz directamente o si en realidad
son estos subproductos de la luz los que son importantes para sincronizar al reloj.

La actividad residual del doble mutante lite-1;gur-3, asi como también la del mutante
de tox-2, podria indicar también que hay mas componentes involucrados en esta via.
Ademads, dado que el canal CGN TAX-4/TAX-4 es un componente comun de ambas vias de
sefializacion para la luz y la temperatura, la afeccion mas notoria de los ritmos encontrados
en este mutante, junto con el hecho de que los ciclos de temperatura solos no fueron capaz
de recapitular la fuerza del ciclo LO/FC, apoyan la hipdtesis de que el ritmo de luminiscencia
es el resultado de un entrenamiento dual y sinérgico de ambos Zeitgebers. En este sentido,
sera de gran importancia seguir caracterizando la via de sincronizacién mediante el analisis
de animales transgénicos con el reportero que presenten mutaciones adicionales, tales
como el mutante doble tax-2/tax-4, y algunos mutantes que involucren solo la via de
termorrecepcion, como el triple mutante gcy-8/18/23, que presenta guanilatos ciclasas
defectivas que estan exclusivamente involucradas en el sensado de temperatura en la
neurona principal AFD. Todos estos mutantes estdn disponibles en el Caenorhabditis
Genetics Center. Finalmente, por supuesto, seria interesante combinar mas mutaciones, por
ejemplo, mediante una cruza entre el mutante gcy-8/18/23 y el doble mutante lite-1;gur-3,
para tratar de generar un efecto similar al de un nematodo sin el canal tax-2/tax-4 funcional.

En la naturaleza, la mayoria de los organismos, no solo C. elegans, estan expuestos a
ambos Zeitgebers al mismo tiempo y en relaciones de fase precisas entre ellos. El nematodo
es un caso particularmente interesante para analizar la regulacion dual del reloj, ya que
como se describio durante la introduccion, los mecanismos moleculares involucrados en las
neuronas que sensan luz y temperatura son muy similares y comparten gran parte de los
componentes. Por esta razon, resulta sorprende que todos los intentos por estudiar ritmos
circadianos en C. elegans fueron siempre bajo ciclos independientes, solo de luz o de

temperatura (Kippert, et al. 2002; Simonetta, et al. 2009; Olmedo, et al. 2012; Herrero, et al.
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2015; Winbush, et al. 2015), v lo que es mas interesante, que el Unico estudio global de
transcripcion génica circadiana haya sido realizado con un delta de variacion de 10°C (van
der Linden, et al. 2010), algo que parece excesivo en relacion a la sensibilidad del sistema del
nematodo. Particularmente, el resultado general del andlisis de transcripcion es sumamente
interesante, ya que después de analizar todo el transcriptoma de C. elegans bajo un
entrenamiento en luz-oscuridad y otro en temperatura baja-alta, no se logrd identificar
ningn componente comun entre ambos conjuntos de datos, algo que es esperado para el
caso de los genes que son parte del reloj central. La explicacion del resultado en este trabajo
fue la existencia de dos relojes que funcionan en paralelo, pero nunca se tuvo en cuenta el
posible efecto de enmascaramiento y por ende la pérdida de muchos de los potenciales
genes circadianos bajo FC generado por un ciclo de 10°C grados de temperatura de
variacion. Por el contrario, los autores atribuyeron la falta de solapamiento de estos
conjuntos a la posible existencia de dos relojes transcripcionales que podrian coexistir en el
nematodo, uno regulado por luz y, otro regulado por la temperatura (van der Linden, et al.
2010).

Sea cual fuera la solucion al problema del reloj central de C. elegans, esta claro que el
ritmo de luminiscencia muestra un efecto sinérgico de ambos Zeitgebers y una fuerte
tendencia a una actividad tanto nocturna como asociada con la temperatura alta. Un efecto
sinérgico similar, aunque con fases opuestas de los Zeitgebers, fue descripto también en
moscas, donde una combinacion de luz y temperatura refuerza el entrenamiento tanto a
nivel molecular como comportamental (Yoshii, et al. 2009). Ademas, resulta interesante que
Drosophila melanogaster muestra un ritmo fuerte de preferencia de temperatura,
prefiriendo una temperatura mads baja por la mafiana y una alta al atardecer (la temperatura
de preferencia se incrementa gradualmente desde la mafiana (ZT1-3) hasta el atardecer
(ZT10-12) y alcanza un maximo al atardecer a ZT10-12) (Kaneko, et al. 2012). Seria muy
interesante estudiar entonces si el nematodo también exhibe este tipo de ritmos de
preferencia de temperatura a lo largo del dia, para terminar de entender la razén por la cual
el ciclo dual genera el mayor entrenamiento.

Por otro lado, el efecto sinérgico encontrado con ambos Zeitgebers en nuestro caso
podria sugerir que como las neuronas foto y termosensibles descriptas hasta el momento
son distintas (ASJ, AWB, ASK y ASH para la luz y AFD, AWC y ASI para la temperatura), en

realidad exista algin mecanismo rio abajo de estas neuronas donde podria confluir la
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informacion generada por ambos estimulos. Al respecto, el circuito neuronal mas alld de las
neuronas fotorreceptoras todavia no se conoce, y podria estar solapado en algtin punto con
el de temperatura, por ejemplo a nivel de las neuronas AlY/AIZ o mas abajo, en la neurona
RIA. Evidencias a favor de ello provienen del descubrimiento de que otros sistemas
sensoriales en el nematodo, tal como el quimiosensorial, utiliza la misma via que el de
termorrecepcion a partir de las neuronas AlY y AlZ (Hobert 2003). Por otro lado, incluso
podria existir algin termorreceptor (de los cuales se sabe también muy poco) en algunas de
las neuronas de fotorrecepcion, y que alguna de estas sea en realidad la neurona “X” ain no
identificada, que es capaz también de sensar temperatura (Ver figura 3.1), generando
entonces un circuito solapado entre ambos estimulos que pudieran sincronizar de manera

sinérgica a las neuronas del reloj central, que por supuesto aln son desconocidas.
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Regulacion transcripcional de sur-5y
modulacion farmacologica de los

ritmos de luminiscencia

“You never change things by fighting the existing reality. To change something, build a new

model that makes the existing model obsolete”.

— Richard Buckminster Fuller
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Introduccion

Mecanismos de regulacion circadiana de la actividad transcripcional

Como se describié en la introduccién general, los ritmos circadianos se encuentran en
todos los organismos del planeta y la arquitectura molecular que conforma el reloj central
estd muy conservada entre diversas especies (Bell-Pedersen, et al. 2005; Rosbash, et al.
2007). Este mecanismo estda basado en un foop de retroalimentacion transcripcional-
traduccional (TTFL), donde ciertos factores de transcripcion inducen la expresion de genes
reloj y las proteinas codificadas por estos genes luego actian como represores, regulando
negativamente su propia transcripcidn, creando de esta manera patrones de oscilaciéon de
expresidn génica con un periodo cercano a 24 h (Harmer, et al. 2001). También se describio
previamente que las oscilaciones circadianas estan basadas en activadores transcripcionales
llamados CLOCK/CYCLE en insectos y CLOCK/BMAL o NPAS2/BMAL en mamiferos. Estos
factores de transcripcion heterodiméricos pertenecen a una familia de proteinas
denominada bHLH/PAS (del inglés basic-helix-loop-helix), las cuales tienen la propiedad de
unirse, como homo o heterodimeros, a secuencias consenso de ADN conocidas como E-box,
del tipo CANNTG. Estos elementos presentes en los promotores de diversos genes
controlados por el reloj actian en cis para modular la fase y la amplitud de los ritmos
encontrados a nivel de ARNm en todos los organismos modelo.

En el reloj de mamiferos, se han descripto al menos tres tipos de elementos
regulatorios transcripcionales: el elemento E-box CACTGT donde se une CLOCK/BMAL-1 al
inicio del dia; el elemento D-box TTATG[T/C]AA donde se unen DBP/E4BP4 durante la mitad
del dia y el elemento nocturno RRE [A/T]A[A/TINT[A/G]GGTCA con el que interaccionan
RevErBA/ROR durante la noche (Kumaki, et al. 2008).

En Drosophila melanogaster también existen diversos elementos regulatorios, de los
cuales el mas conocido y estudiado es un regién de 69 pb rio arriba del sitio de inicio de
transcripcion (TSS) del gen per, que dirige su expresion ritmica. Este enhancer estd
compuesto por dos E-box canénicos, pero las secuencias que flanquean a los mismos en Ia
region 3’ también contribuyen con la amplitud y la expresion tejido especifica. El segundo

elemento mas estudiado es el que se encuentra en la regidon promotora del gen timeless
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(tim), el cual posee dos elementos muy cercanos, un E-box canénico y un TER-box, que
consiste en una variante de la secuencia consenso del E-box candnico (Paquet, et al. 2008).
Recientemente se descubrié que una region corta que contiene una repeticién en
tandem de dos elementos E-box (E1-E2), un E-box candnico o no candnico, seguido de otro
elemento tipo E-box, separados por una regidn corta de 6/7 pares de bases, esta conservada
en muchos organismos, y parece ser la minima secuencia requerida para la generacion de
una oscilacion transcripcional auténoma de genes reloj y de genes controlados por el reloj,

en insectos y mamiferos (Nakahata, et al. 2008; Paquet, et al. 2008) (Figura 4.1).
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Figura 4.1| Alineamiento de la region
promotora de per y de otros genes reloj
de Drosophila que contienen el elemento
E1-E2. A| Alineamiento de una region rio
arriba del 7SS del gen period de 12
especies de Drosophila donde se muestra
la localizacién de las secuencias E1 y E2.
B|Secuencias E1-E2 encontradas en los
promotores de cinco genes targets de
CLOCK/CYCLE: period, timeless, vri, Pdp1 y
: 4]/ P cwo. Se muestran solo las dos especies
. persimilis m
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 ——— . . y ' “ Drosophila secuenciadas. Imagen
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T h adaptada de Paquet, et al. 2008.

Regulaciones postraduccionales del reloj: el rol de la caseina quinasa 1

Como se describid durante la introduccion general, cuando el dimero CLOCK/BMAL1

activa la transcripcion de PER y CRY en el nucleo de las neuronas reloj de mamiferos, estas
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proteinas comienzan a translocarse y a acumularse en el citoplasma durante la noche.
Cuando alcanzan ciertos niveles, forman heterodimeros PER/CRY, los cuales translocan de
nuevo al nucleo e inhiben al heterodimero CLOCK/BMAL1, para reprimir su propia
transcripcion. Para que el ciclo comience de nuevo, es necesario que PER y CRY dejen de
acumularse en el citoplasma y sean clarificadas del nucleo. Una serie de modificaciones
postraduccionales entran entonces en juego para regular finamente estos procesos,
mediante la modulacion de las interacciones proteina-proteina, la entrada al nucleo, la
exportacion y la degradacién (Harmer, et al. 2001).

En mamiferos, dos caseina quinasas 1 (CKle y CK18) pueden formar complejos e
interaccionar con PER y CRY (Lee, et al. 2001) generando la fosforilacién y posterior
degradacion de PER mediada por proteasoma y por otro lado translocacion nuclear. En el
hamster dorado, una mutacién por ganancia de funcién en el gen de la caseina quinasa 1

épsilon (conocido como CK1e™),

resulta en una hiperfosforilacion y subsecuente
desestabilizacion de PER, con un acortamiento significativo del periodo de actividad
locomotora de 24 a 20 h (Lowrey, et al. 2000; Meng, et al. 2008). Recientemente, se ha
descripto que fenotipicamente estos mutantes muestran ademas un tamano corporal
reducido, que parece ser un efecto pleiotrépico del alelo tau (un alelo del gen de la caseina
guinasa 1 épsilon), mas que una consecuencia del acortamiento del periodo (Refinetti 2014).

Por otro lado, ratones homocigotas para una delecidon del exdn 2 del gen de CK16
mueren en el periodo perinatal, pero su disrupcion especifica en el higado muestra niveles
mas elevados de PER y PER-CRY-CLOCK en el nucleo, durante el dia (Etchegaray, et al. 2009).
Adicionalmente, ritmos de luminiscencia de PER2::LUC de estas células del higado, tienen un
periodo dos horas mas largo que en ratones wild-type, y cultivos de fibroblastos de
embriones deficientes para CK16 también recapitulan este fenotipo. Mas recientemente se
ha descripto que los ritmos de luminiscencia de PER2::LUC de nucleos supraquiasmaticos de
ratones neonatos deficientes para CK16, también muestran periodos mas largos con
respecto a ratones wild-type (Etchegaray, et al. 2010), pero este efecto no se observa en
NSQ de ratones deficientes para CK1e. En el mismo sentido, ratones mutantes homocigotas
Ckle” no presentan efectos significativos de cambio de perfodo en la actividad de
locomotora bajo free running (Etchegaray, et al. 2009).

Muchos compuestos farmacologicos que alargan el periodo de los ritmos también

estdn asociados con la inhibicion de la fosforilacion de PER mediada por CKle y CK1&
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(Isojima, et al. 2009). Por ejemplo, la inhibicion farmacolégica de CK1e y CK16 mediante PF-
4800567 y PF-670462, respectivamente, en fibroblastos con PER2:LUC de los NSQ de
ratones, muestra también que solo CKI6 esta involucrado en la regulacion del periodo en
estos roedores (Meng, et al. 2010). Particularmente, el tratamiento con PF-670462 alarga
significativamente el periodo de los ritmos de luminiscencia in vitro y de actividad
locomotora in vivo, de manera dependiente de la concentracidn. Este efecto es ademas
dependiente de la fase de administracion de la droga, por una extension selectiva de la
duracion del feedback transcripcional mediado por PER2 (Meng, et al. 2010).

En Drosophila, la vida media del heterodimero PER/TIM (andlogo a PER/CRY) esta
regulada por la quinasa DOUBLETIME (homdlogo de CKle), que reduce la estabilidad
monomeérica de PER mediante fosforilacion y posterior degradacion (Price, et al. 1998).
Moscas con el gen dbt no funcional acumulan PER hiperfosforilado y muestran periodos
cortos (dbt®) o largos (dbt") de actividad locomotora y cada una de estas mutaciones también
muestran alteraciones de periodo correspondientes en las oscilaciones moleculares de pery
tim. Una tercer mutacién, denominada mutacién inducida por el elemento P (dbtp) esta
asociada con letalidad pupal y bloquea ritmos de moleculares de per y tim en las células del
reloj central del cerebro de las larvas (Kloss, et al. 1998; Price, et al. 1998).

El rol de la caseina quinasa 1 esta muy conservado también en otros organismos
modelo. En el hongo Neurospora crassa, la interaccion ritmica de CK1 con FRQ (frequency),
uno de los componentes del reloj central, lleva a hiperfosforilacién y degradacion de ésta
proteina (Querfurth, et al. 2011). Ademas, en el alga Ostreococcus tauri, CK1 también esta
involucrada en la determinacién del periodo de las oscilaciones de CCA1::LUC (un gen reloj
del linaje verde). En este caso, tanto la sobreexpresion de CK1 como su inhibicion
dependiente de fase, mediante PF-670462, provocan un alargamiento del periodo, indicando
gue la enzima estaria involucrada en regulaciones complejas en el reloj de este organismo

(van Ooijen, et al. 2013).

Ritmos circadianos y metabolismo: la existencia de relojes metabdlicos

Como se describio en la introduccién general, aunque el TTFL representa un modelo
muy conservado del oscilador circadiano, durante los ultimos afos se han descripto

mecanismos postranscripcionales asociados con osciladores metabdlicos que funcionan
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como un mecanismo adicional de sensado del tiempo y que pueden ser, bajo algunas
circunstancias, independientes de la transcripcion. En este sentido se ha demostrado la
existencia de relojes basados solamente en la actividad ciclica de algunas proteinas, como el
caso de los genes KaiA, KaiB y KaiC de Synechococcus elongatus que se describio en la
instruccién general, que junto con ATP conforman un ciclo de 24 h autosostenido solo
mediante la alternancia de estados de fosforilacion y desfosforilacion de las proteinas
codificadas por estos genes. Este ciclo estd acoplado al TTFL en la bacteria y dirige rio abajo
la transcripcion génica, pero bajo ciertas circunstancias puede funcionar también en
ausencia total de transcripcién (Kitayama, et al. 2008). Ademas, es el ciclo de sintesis y
degradacién de ATP lo que regula la oscilacion, sugiriendo que el reloj podria estar acoplado
a la actividad metabdlica (Rust, et al. 2011). Una interdependencia de osciladores
circadianos y metabolicos también ha sido sugerida mediante experimentos que muestran
gue la actividad de factores de transcripcion del reloj es sensible al estado redox (Rutter, et
al. 2001). Adicionalmente, se ha asociado también la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) a fluctuaciones periddicas en ciclos metabdlicos. Por ejemplo, la
peroxirredoxina, una proteina sensible al estado redox de la que también se hablo durante la
introduccion, posee un grupo tiol dentro de su sitio activo que esta involucrado en Ia
transferencia de electrones desde ROS y muestra una oscilacion de 24 h en glébulos rojos,
en ausencia total de transcripcion (O'Neill y Reddy 2011) o cuando la transcripcion es
arrestada en el alga Ostreococcus tauri (O'Neill, et al. 2011). Ahora, se sabe que las
peroxirredoxinas son capaces de exhibir estas oscilaciones autosostenidas en el estado redox
en muchas especies desde procariotas hasta eucariotas, sugiriendo que es uno de los
osciladores circadianos mas conservados (Edgar, et al. 2012). Durante los ultimos afos, el
interés por determinar si las peroxirredoxinas son ellas mismas un reloj funcional o
representan el resabio de un oscilador primario metabdlico ancestral ha despertado el
interés de muchos cientificos. Dado que los eucariotas divergieron de bacterias hace unos
1500 millones de afios atrds, una especulacién interesante es que la oxigenacion de la
atmosfera confirio una ventaja adaptativa a organismos que poseian un reloj basado en
estado redox, Si esto fuera cierto, entonces organismos que todavia siguen viviendo en
condiciones anaerdbicas, deberian haber tenido menos presion evolutiva para eliminar ROS
vy quizas sean los eslabones perdidos de una vida basada solo en un reloj metabolico. En

mamiferos, las oscilaciones en las peroxirredoxinas se han propuesto como un mecanismo
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de anticipacién de la generacion de ROS (Bass 2012). En este sentido, conocer mas sobre el
origen de relojes internos sera central para nuestra futura comprensidn de la conexién entre
los sistemas circadianos y metabdlicos, para entender si la aparicion de los relojes
circadianos estuvo inicialmente ligada al escape de la luz solar, evitando la generacién de
metabolitos toxicos durante la respiracidén, o bien para eliminar los ciclos metabélicos

ineficientes que rigen a ambos procesos.

Regulacién circadiana del metabolismo

Las evidencias mas fuertes acerca de que el periodo del reloj estd genéticamente
programado y estda muy relacionado con las variables metabdlicas provienen de
experimentos realizados mediante el andlisis del crecimiento y la reproduccién, bajo
condiciones en las cuales el reloj interno y el ciclo ambiental de luz son sistematicamente
desalineados (por ejemplo, mutantes de periodos largos o cortos son sometidos a
fotoperiodos T largos y cortos). En plantas y bacterias, estos estudios sugieren una ventaja
evolutiva de tener un periodo congruente con variaciones ciclicas terrestres de 24 h, ya que
organismos wild-type son capaces de adaptarse y de crecer mejor frente a las mismas
condiciones ambientales que organismos mutantes del reloj (Dodd, et al. 2005; Lambert, et
al. 2016). Este desalineamiento podria generar procesos bioquimicos incompatibles, como
por ejemplo, si las fases oxidativas y reductivas del ciclo metabdlico estan desfasadas. Al
respecto, se ha demostrado que en Saccharomyces cerevisiae las tasas de mutacion y de
muerte se incrementan cuando los ciclos metabdlicos estan desalineados con la replicacidn
del ADN (Chen, et al. 2007). Ademas, en D. melanogaster y en plantas, las células que
conforman el reloj circadiano son directamente fotosensibles y en mamiferos, los
criptocromos cumplen roles duales, como componentes del mecanismo del reloj y como
agentes de reparacion del ADN. El acoplamiento de la reparacion del ADN con los ciclos
circadianos podria contribuir a la regulacion del envejecimiento en eucariotas superiores
(Bass 2012).

A lo largo de los dltimos afios, numerosos estudios han reportado que muchos
aspectos fisiologicos exhiben ritmicidad diaria, incluyendo la produccion de distintos tipos de
metabolitos circulantes e intracelulares, la produccién y liberacion de distintas hormonas

metabdlicas y el comportamiento de alimentacién en diversos animales. Muchos de estos
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ritmos son controlados, al menos en parte, por relojes circadianos (Green, et al. 2008). En D.
melanogaster, por ejemplo, la alimentacion esta bajo control circadiano y la fase de este
ritmo esta controlada por relojes periféricos presentes en tejidos metabdlicos (Xu, et al.
2008). Osciladores circadianos periféricos que se hallan en tejidos tales como el higado, el
tejido adiposo y el intestino en mamiferos, y que estan controlados por el reloj central,
también muestran control circadiano de diversas funciones fisioldgicas y en la expresion y
actividad de distintas hormonas y enzimas involucradas en el metabolismo (Froy 2011). El
control fino del reloj sobre el metabolismo en los mamiferos, esta claramente ejemplificado
por estudios de microarrays, que revelaron que una gran proporcion de los genes
expresados a lo largo del dia en diferentes érganos (del 3 al 20 %) tales como el higado, el
musculo esquelético y el tejido adiposo, estan bajo regulacién circadiana. Entre los genes
identificados, muchos tienen roles en procesos de biosintesis y metabdlicos, incluyendo por
ejemplo el metabolismo de lipidos y colesterol, la glicélisis y la gluconeogénesis, la
fosforilacién oxidativa y vias de detoxificacion (Green, et al. 2008). Ademas, muchas enzimas
limitantes de vias metabdlicas estan bajo regulacidn circadiana, indicando que la influencia
del reloj en estos procesos es muy grande (Panda, et al. 2002a). En humanos, la sintesis y/o
liberacion de muchas hormonas estd bajo control del reloj, tales como la insulina, el
glucagdn, la adiponectina, la leptina y la corticoesterona (Froy 2011).

Muchos otros invertebrados exhiben cambios diurnos en el metabolismo, por
ejemplo, la anémona marina Nematostella vectensis posee un ritmo enddgeno en la
respiracion bajo condiciones constantes, con un pico de consumo de oxigeno durante el dia.
(Maas, et al. 2016). El crustaceo antartico Euphausia superba, que forma parte del conocido
krill, muestra ritmos en varias enzimas central del metabolismo aerdbico (Teschke, et al.
2011). Particularmente, en C. elegans, se han descripto diversas variables metabdlicas bajo
regulacién circadiana: un trabajo realizado por nuestro laboratorio mostré que el consumo
de bacterias, las contracciones faringeas, la defecacion y el consumo de oxigeno muestran
variaciones diarias (Migliori, et al. 2011). Ademas, diversos estudios también reportaron
diferencias en la tolerancia a estrés bidtico y abidtico en el nematodo (Kippert, et al. 2002;
Simonetta, et al. 2008; Romanowski, et al. 2011). Finalmente, como ya describié antes,
también se han reportado oscilaciones en el estado redox de la proteina peroxirredoxina en

el nematodo (Olmedo, et al. 2012).
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Interaccidn entre el reloj circadiano y los ciclos metabdlicos

Diversos mecanismos de interaccién en ambos sentidos entre el sistema circadiano y
los ciclos metabdlicos les permiten a los organismos no solo anticipar las necesidades
fisiologicas frente a cambios en los ciclos ambientales, sino también ajustar la fase de los
ciclos internos en respuesta a estos cambios. Recientemente, muchos factores metabdlicos
centrales han sido cercanamente asociados con el mecanismo molecular central del reloj.
Por ejemplo, los ciclos de transcripcién generados por el TTFL regulan rio abajo procesos
metabdlicos tales como la gluconeogénesis, la fosforilacion oxidativa, el trafico vesicular y la
transcripcion y traduccidon de muchos genes. Estos, a su vez, terminan modulando muchos
ciclos metabdlicos centrales, tales como los ciclos de produccion y de hidrolisis de NADH,
cofactor de muchas enzimas metabdlicas; ciclos de produccion de RQOS, como los que
intervienen en las oscilaciones de las peroxirredoxina y finalmente, también intervienen en

la produccidn de la molécula energética mas importante para la célula, el ATP (Figura 4.2).

gluconeogeénesis
fosforilacion oxidativa
trafico vesicular
prccesamemo de ARN y 1raduccnon—\r\

Ciclos de transcripcién Ciclos metabdlicos
MNAD+ Peroxlr_rgdoxmas Quinasas
/7N i N L
A R NAD* NADH +ROS  -ROS ATF-‘ AMP

\( . o i j

ciclos de temperatura

AMPK

Figura 4.2| Interaccién entre el reloj central y los sistemas metabdlicos a nivel molecular y
fisiolégico. Los ciclos de transcripcion regulados por activadores y represores en el TTFL controlan
procesos fisioldgicos y metabdlicos celulares fundamentales. Esto puede ocurrir en varios tipos de
tejidos y se coordina de manera tejido-especifica a través de osciladores periféricos ubicados en
distintos drganos. En sentido opuesto, los ciclos metabdlicos afectan reciprocamente al reloj: los
ciclos de biosintesis de NAD", el estado redox de las peroxirredoxinas y la alternancia de
fosforilaciones y desfosforilaciones de las quinasas y fosfatas generan intermediarios activos que,
junto con los ciclos de temperatura, proveen un feedback para regular la actividad transcripcional del
reloj central. AMPK: proteina quinasa activada por AMP. Adaptada de Bass, 2012.

Muchos subproductos de los ciclos metabdlicos también impactan sobre la actividad
del reloj central. Un ejemplo de una sefial quimica que acopla la funciéon del reloj interno con

el estado nutricional involucra a la quinasa AMP (AMPK), una proteina que se activa después
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de un estado intracelular de restriccion nutricional, normalmente sefializado mediante
niveles altos de AMP. La estimulacion de este sensor nutricional lleva a la fosforilacion y la
subsecuente degradacion por proteosoma del represor CRY en fibroblastos de raton,
generando ritmos alterados. Ademas, AMPK también es capaz de fosforilar CKIE, resultado
en una actividad incrementada de esta quinasa y la consecuente degradacién mayor de
PER2, lo cual genera un avance de fase en el patrén de expresion de genes reloj. Finalmente,
se ha demostrado que AMPK también aumenta la actividad de SIRT1, incrementando los
niveles intracelulares de NAD", lo que resulta en una desacetilacién y modulacién de la
actividad rio debajo de targets de SIRT1 (Froy 2011; Bass 2012).

Por otro lado, el represor circadiano PER2 se une a muchos receptores nucleares de
hormonas, mientras que CRY es capaz de interaccionar con el receptor de glucocorticoides y
de modular su funcién. Estos, a su vez, pueden regular la expresion de REV-ERBa, un
represor de la transcripcion de BMALLl. REV-ERBa es un factor de transcripcion pro-
adipogénico cuyos niveles se incrementan dramadticamente durante la diferenciacién de los
adipocitos. Agonistas de REV-ERBa han sido implicados en la proteccién contra
consecuencias metabdlicas adversas de dietas hipercaldricas que inducen obesidad en
mamiferos (Bass 2012). RORa, el cual regula la lipogénesis y el almacenamiento de lipidos
en el musculo esquelético, es un regulador positivo de la expresion de BMALL. Ratones
deficientes en REV-ERBa y RORa muestran defectos en la actividad locomotora circadiana y
la expresion de genes (Froy 2011).

Finalmente, CLOCK y su homdlogo NPAS2, se pueden unir a BMAL1 formando
heterodimeros que interaccionan con las secuencias E-box, pero solo en presencia de formas
reducidas de NADH y NADPH. Las formas oxidadas, NAD" y NADP", inhiben la unién de
CLOCK/NPAS2:BMAL1 con el ADN. Como el equilibro redox NADP'/NADPH depende del
estado metabdlico celular, esta relacidon controla la fase de la expresién de genes
circadianos. SIRT1, una histona desacetilasa dependiente de NAD", interactia con CLOCK y
desacetila BMAL1 y PER2, inhibiendo la actividad del heterodimero CLOCK/BMAL1 y por
ende la transcripcion. PER2 desacetilado es luego fosforilado y degradado. Ademas, se ha
demostrado que el heterodimero CLOCK/BMAL1 activa la expresion circadiana de NAMPT
(nicotinamide phosphoribosyltransferase), una enzima limitante en la via de sintesis del
NAD". Por lo tanto, SIRT1 inhibe la transcripcién de NAMPT y de esa manera regula la sintesis

circadiana de su propia coenzima, el NAD" (Froy 2011; Bass 2012). Las oscilaciones en la
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expresion de NAMPT resultan entonces en variaciones circadianas en los niveles de NAD" y
por ende en la actividad de SIRT1. Las sirtuinas dependientes de NAD", tales como SIRT1, han
sido involucradas en el silenciamiento transcripcional y la estabilidad del genoma, y son
factores claves en la respuesta de longevidad a la restriccion calérica y en la modulacién del

dafio oxidativo (Figura 4.3) (Rutter, et al. 2001).
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Figura 4.3] Links genémicos y epigenéticos entre los sistemas circadianos y metabédlicos. Existen
redes altamente dindmicas y de multiples niveles de factores metabdlicos involucrados en la
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regulacién circadiana del reloj. Por ejemplo, la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) media la
fosforilacion de CRY y de esta manera controla la degradacidn proteolitica del brazo negativo del loop
del oscilador central. En una via dependiente de hierro y o-cetoglutarato, la histona demetilasa
JARAD1a, bloquea la actividad de la metilasa HDAC1, y de esta manera activa el brazo positivo del
oscilador central conformado por el complejo CLOCK/BMALL (el cual regula la transcripcién de PER y
CRY). La enzima SIRT1 dependiente de NAD’, inhibe al complejo CLOCK-BMAL1, el cual regula la
transcripcion de NAMPT (nicotinamide phosphoribosyltransferase) y de esta manera regula la
produccién de NAD", su coenzima. El complejo represivo REV-ERB-HDAC3-NCOR1 es sensible a los
niveles del grupo hemo, un cofactor sensible a gases, posiblemente aumentando su actividad
represora y se une directamente a los de promotores de genes controlados por el reloj (RRE). La
activacion transcripcional y la represion de elementos responsivos a glucocorticoides (GREs) mediada
por el receptor de glucocorticoides (GR) son moduladas por glucocorticoides y por CRY. Imagen
adaptada de Bass, 2012.

En los capitulos anteriores se demostré que la luminiscencia controlada por sur-5
muestra una clara oscilacion que cumple con todas las propiedades fundamentales de Ia
ritmicidad circadiana. Una cuestion que aun queda por ser develada es conocer a qué
responden estos ritmos de luminiscencia. Dado que el objetivo final del trabajo era poder
utilizar el reportero para analizar expresion génica in vivo de distintos promotores de genes
de interés, durante este capitulo se buscara explorar si estos ciclos observados para sur-5
pueden ser explicados efectivamente por una regulacion circadiana de la transcripcion del
gen. Ademas, se aplicara el sistema reportero para un objetivo mas ambicioso, estudiar
ritmos moleculares a nivel de un tnico nematodo, y analizar si estos pueden ayudar a revelar

nuevos componentes del reloj central.
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Materiales y Métodos

Cepas de nematodos

En esta seccion del trabajo se utilizaron las lineas con el arreglo extracromosomal
Psur-5::luc::gfp; pRF4 y la linea integrada espontaneamente a partir de este arreglo
extracromosomal. Ademas, se microinyectaron los constructos Psur-5 mutado::luc::gfp;
pRF4, a una concentracion de 100ng/ul, en la cepa N2 (wild-type) y Psur-5::luc::gfp; cc::RFP
(marcador), a una concentracién de 50 ng/ul, en la cepa VC398 (kin-20{ok505)), ambas del
Caenorhabditis Genetics Center.

Todos los ensayos de luminiscencia fueron realizados con las cepas portando los
arreglos extracromosomales. La linea integrada espontaneamente con Psur-5::luc::gfp; pRF4
en el background N2 fue utilizada para realizar los ensayos de PCR en tiempo real y para las

medidas de ATP enddgeno.

Ensayo de luminiscencia

En este caso se realizaron tanto ensayos en placa de Petri bajo 00/CC, como ensayos
en placas multiwell bajo LO/FC y condiciones constantes. Los protocolos utilizados fueron
exactamente iguales a lo descripto en la seccidn de métodos generales, con las siguientes

consideraciones:

Ensayo en placa de Petri bajo 00/CC

Para el caso de los ensayos con un solo nematodo, larvas L4 portando el Psur-
5::luc::gfp fueron seleccionadas manualmente como se describié previamente pero
comenzando a ZT10 y pasadas a 200 pl de buffer M9. Los nematodos se lavaron dos veces
con M9 para remover todas las trazas de bacterias y se transfirieron a placas de Petri de 35
mm (Greiner Cellstar, Estados Unidos) que contenian en su interior un pequefio trozo de una
placa muitiwell transparente y de fondo plano de 3 x 3 wells para reducir el volumen de
medio a utilizar y limitar el movimiento del nematodo en el centro de la placa. Un nematodo
por well fue colocado con 200 pl del medio de luminiscencia y se afiadid agua a los Wells

circundantes para evitar la evaporacioén. El trozo de placa multiwell fue sellada con un film
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optico (Microseal B PCR Plate Sealing Film, Biorad, Estados Unidos) y se realizaron dos
perforaciones pequefias con una aguja de 25G estéril, para evitar la condensacion. A ZT12
(21 h) las placas fueron colocadas en un lumindmetro AB-2550 Kronos Dio (ATTO, Japén) y la
luminiscencia fue monitoreada en oscuridad constante a 20°C (minima temperatura que
permite el equipo) durante 6 dias. La sefial emitida por los nematodos fue integrada por 4
minuto y registrada con un intervalo de 37 minutos.

Para el tratamiento con el inhibidor de CKI&/e PF-670462 (Abcam, Estados Unidos), 5
UM o 10 pM de la droga fue disuelta en agua y afadida al medio de cultivo con cada
nematodo individual justo antes de ZT12 y el mismo volumen de vehiculo fue utilizado como
control. A ZT12 (21 h) las placas fueron colocadas en un luminémetro AB-2550 Kronos Dio
(ATTO, Japén) y la luminiscencia fue monitoreada en oscuridad constante a 20°C (minima
temperatura que permite el equipo) durante 6 dias. La sefial emitida por los nematodos fue

integrada por 4 minuto y registrada con un intervalo de 37 minutos.

Ensayo de luminiscencia en placa multiwell bajo LO/FC y condiciones constantes

Las condiciones generales de entrenamiento para la mayor parte de los experimentos
con ese formato fueron 3,5 dias bajo el ciclo de 24 h LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux;
15,5°C/17°C, ZT0, luz ON e inicio de la fase fria) y 4 dias en condiciones de free-running
(0O0/CC, 17°C). Estas condiciones se utilizaron para los ensayos con N2 con vehiculo (agua) y
tratamiento con ATP. Para el tratamiento con ATP, 1 mM de ATP (GE Healthcare, Estados
Unidos) disuelto en agua y esterilizado por filtracion fue afadido a ZT10 justo antes de

empezar a registrar luminiscencia. Vehiculo (agua) fue utilizado como control.

Ensayos de PCR en tiempo real

Poblaciones sincronizadas de nematodos integrados con el constructo Psur-5::luc::gfp
fueron crecidas bajo el ciclo de 24 h LO/FC 12 h; 12 h (0/400 lux; 18,5°C/20°C, ZT0, luz ON e
inicio de la fase fria) por 48 h y luego las larvas L4 de las placas de NGM sembradas, fueron
colectadas comenzando a ZT3, lavadas para eliminar restos de bacterias y transferidas a 4
erlenmeyers de 1,5 L con 170 ml de medio de luminiscencia sin luciferina (0,5 gusanos/ pl).
Los nematodos fueron luego entrenados bajo el ciclo LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux;

15,5°C/17°C) en agitacion a 110 rpm durante 3 dias y luego fueron dejados en condiciones
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constantes (oscuridad, 17°C) por dos dias mas. Cuatro muestras bioldgicas independientes (n
= 4) de 4000 adultos cada una fueron colectadas cada 4 h, comenzando a ZT3 bajo el ciclo
LO/FC durante el Gltimo dia de entrenamiento y durante free-running. Los nematodos
fueron centrifugados para descartar el medio y congelados a -80°C en Trizol (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos). El ARN total fue extraido de las muestras mediante el método de
Trizol de acuerdo a instrucciones del proveedor. 3 pg de ARN total fueron tratados con
DNAse | amplification grade (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y utilizados para
realizar la sintesis de ADNc utilizado la SuperScript Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos) con primers poli-T (20 pb de largo, Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). La PCR en tiempo real fue realizada con SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Estados Unidos) utilizando un StepOne Real-Time PCR thermal cycler
(Applied Biosystems, Estados Unidos) siguiendo instrucciones del proveedor. La mix para
StepOne (19ul) fue agregada a cada uno de los 48 pocillos de una placa de PCR y 1 pl de
ADNc fue afiadido como molde de la PCR. El programa de PCR fue 10 minutos a 952C, 40
ciclos de 15 segundos a 952C y 60 segundos a 602C (medida unica de fluorescencia), seguido
de un andlisis de curva de melting (60-952C con una tasa de calentamiento de 0,32C por
segundo y medicién continua de fluorescencia).

Los resultados fueron normalizados a los niveles de ARNm de tres genes de
referencia constitutivos: cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 (Hoogewijs, et al. 2008). Los primers

utilizados para amplificar cada gen fueron:

Blanco  Secuencia Primer Directo Secuencia Primer Reverso Descripcion
supresor de la
sur-5 CACCCCAAGGTTTTGTTCAC TGAAGGTGTCGGATACAACG  actividad de let-60
Ras

luc::gfp CTAGCCGGCCATACAAGTAATC CGGAATACGAATTGGGAGAC reportero

Y45F10D.4 GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA gen de referencia
pmp-3 GTTCCCGTGTTCATCACTCAT  ACACCGTCGAGAAGCTGTAGA gen de referencia
cdc-42 CTGCTGGACAGGAAGATTACG CTCGGACATTCTCGAATGAAG gen de referencia

Las secuencias completas de los genes blancos fueron extraidas de WormBase
(Version WS190) y los primers fueron disefiados con el software Primer 3 Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y cotejados para
especificidad utilizando NCBI BLAST (Blastn). Para la puesta a punto de cada set de primers

se construyd una curva estandar de 5 puntos (serie de diluciones seriadas 1/4) para cada gen
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y se determind la concentracién de primers (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 uM) a la cual la eficiencia era
mayor (ésta fue luego utilizada en las reacciones subsiguientes). Todos los oligos fueron

sintetizados en Thermo Fisher Scientific (Estados Unidos).

Determinaciones de ATP in vitro

Poblaciones sincronizadas de nematodos integrados con el constructo Psur-5::luc::gfp
fueron crecidas bajo el ciclo de 24 h LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux; 18,5°C/20°C, ZTO, luz ON e
inicio de la fase fria) por 48 h y luego las larvas L4 de las placas de NGM sembradas, fueron
colectadas comenzando a ZT3, lavadas para eliminar restos de bacterias y transferidas a 4
erlenmeyers de 1,5 L con 170 ml de medio de luminiscencia sin luciferina (0,5 gusanos/ pl).
Los nematodos fueron luego entrenados bajo el ciclo LO/FC 12 h: 12 h (0/400 lux;
15,5°C/17°C) en agitacién a 110 rpm durante 3 dias y luego fueron dejados en condiciones
constantes (oscuridad, 17°C) por dos dias mas. Cuatro muestras bioldgicas independientes (n
= 4) de 3500 adultos cada una fueron colectadas cada 4 h, comenzando a ZT3 bajo el ciclo
LO/FC durante el ultimo dia de entrenamiento y durante free-running. Los nematodos
fueron centrifugados para descartar el medio y congelados en el mismo medio de
luminiscencia pero sin D-luciferina. Los nematodos se rompieron luego por sonicacion
utilizando un equipo VCX 130PB Vibra-Cell ultrasonic processor (Sonics, Estados Unidos) en
dos ciclos de 15 seg. A 40% de potencia y luego se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 min
para descartar restos celulares. Este paso libera todo el ATP enddgeno disponible y genera
una disrupcion total de la actividad de la enzima de luciferasa de los nematodos
transgénicos. La cantidad total de ATP fue cuantificada utilizando 30 pl del extracto total de
nematodos incubados con 6.2 pl de una mix conteniendo: 9 pg/ml de la enzima luciferasa
comercial pura de Photinus pyralis (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 0.8 mg/ml de Coenzima
A (Sigma-Aldrich, Estados Unidos), 1,6 mM de D-luciferina y 5 % de albimina sérica bovina
(BSA, Sigma-Aldrich, Estados Unidos. La luminiscencia fue medida en una placa de 96 wells
blanca, de fondo plano (Greiner, Estados Unidos) con el Berthold Centro LB 960 microplate
luminometer (Berthold Technologies, Alemania) dentro de una incubadora E-30B (Percival,
Estados Unidos) a 20°C, con 1 segundo de integracion por muestra y durante 3 minutos
finales. El software Microwin 2000 4.43 (Mikrotek 2 Laborsysteme, Alemania) fue utilizado

para adquirir los datos. La cantidad total de ATP fue calculada realizando una curva de

191



Capitulo IV

calibracidon con diferentes estandares de ATP puro y estos valores fueron normalizados a la
cantidad total de proteina de cada muestra, que fue determinada mediante el método de
Bradford. Finalmente, los datos fueron normalizados a la muestra con la relacion de

concentracion de ATP/proteina mas alta.

Ensayo de toxicidad de PF-670462 por actividad locomotora

Para la realizacion de los experimentos de registro de actividad locomotora,
poblaciones de gusanos N2 (wild-type) se crecieron bajo las mismas condiciones de
entrenamiento antes mencionadas y se sincronizaron al mismo estadio de desarrollo
utilizando el método de cloro antes descripto. Posteriormente, los embriones se
resuspendieron en 3,5 ml de buffer M9, suplementado con Antibidtico-antimicético 1X
(Thermo Fisher Scientific) y 10 pg/ml de tobramicina (Tobrabiotic, Denver Farma) y se
dejaron en agitacion durante 24 horas a 50 rpm en un agitador tipo vaivén (Serie 2014,
Decalab, Argentina) bajo las mismas condiciones de LO/FC (400 lux; 18.5/20°C, A = 1.5eC #
0.252C). A las 10 de la mafiana del siguiente dia (ZT1) las larvas que eclosionaron de los
huevos se transfirieron a nuevas placas de NGM sembradas con E. coli HB101 (4000 L1s por
placa) y se dejaron crecer hasta el estadio L4 por 48 horas en las mismas condiciones. A las
10 de la mafiana (ZT1), se levantaron los nematodos de las placas, se lavaron con buffer M9
para descartar posibles restos de bacterias y poblaciones de 40 nematodos por well se
transfirieron a placas de 96 wells transparente, de fondo plano (Greiner, Estados Unidos)
conteniendo el medio de cultivo desarrollado para luminiscencia pero suplementado con
leche descremada al 2 %. Las placas fueron cubiertas con cinta adhesiva para evitar la
evaporacion del medio y se realizaron dos orificios pequefios con aguja estéril de 25G para
evitar la condensacion.

El registro de la actividad locomotora de los nematodos se llevd a cabo mediante un
sistema original desarrollado en nuestro laboratorio (Simonetta y Golombek 2007) con un
equipo basado en haces infrarrojos WMicrotrackert (Phylum Technologies, Argentina), a
18°C y en oscuridad constante. Los datos del sistema de registro fueron adquiridos a
intervalos de 1 minuto y agrupados de a 5 minutos para su procesamiento. Las condiciones
foticas y térmicas fueron controladas con una incubadora I-291PF (INGELAB, Argentina) y la

temperatura fue monitoreada utilizando Termocrones iButton DS1921H-F5 (Maxim
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Integrated, Estados Unidos). Tubos fluorescentes 4xPhilips Daylight TL-D 18W/54-765 151

fueron utilizados como fuente de iluminacion (CT = 6200K y CRI = 72 Ra8).

Analisis de Datos

Los datos fueron analizados como se describid en la seccion de métodos generales,
con las siguientes consideraciones:

Lo datos de PCR en tiempo en tiempo real fueron normalizados a los tres genes de
referencia cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 y analizados por el método de la curva estandar y
finalmente normalizados a la muestra con el nivel maximo de expresidn. Para determinar la
significancia estadistica, se realizé un ANOVA de una via seguido de un test de Tukey de
comparacion multiple para LO/FC y otro para OO/CC.

Para el tratamiento con ATP, un test de Student (Student’s t-test) fue realizado para
comparar las amplitudes de los ritmos con y sin ATP. Un anélisis de correlacion cruzada
(cross-correlation test) fue realizado para evaluar las diferencias de acrofases entre las
sefiales promedio obtenidas por luminiscencia, niveles de ARN mensajero y los niveles de
ATP enddgeno.

Para el caso del ensayo con el inhibidor PF-670462, se utilizé un ANOVA de una via
para analizar diferencias estadisticamente significativas entre el vehiculo y el tratamiento
con la droga.

Los datos crudos del sistema de registro de actividad locomotora fueron adquiridos a
intervalos de 1 minuto y agrupados de a 5 minutos para los graficos de actividad y el calculo
de la actividad total promedio + SEM. El ensayo de toxicidad fue analizado por ANOVA de
una via, seguido por un test de Dunnet de comparacion de grupos.

En todos los caso un valor de P < 0,05 fue considerado como el minimo para ser
estadisticamente diferente. Los valores de significancia se denotaron como sigue: ***P <

0,001; **P < 0,01; *P < 0,05.

Andlisis bioinformatico del promotor de sur-5

La region promotora de 1052 pb de sur-5 utilizada para los constructos fue analizada
para la bisqueda de elementos regulatorios circadianos con las siguientes sintaxis IUPAC: E-

box (CACGTG), D-box (TTATGYAA); RRE (WAWNTRGGTCA) y E1-E2 Box (CACGTG[7-
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12nts]CAAGTG) (Kumaki, et al. 2008; Nakahata, et al. 2008; Ukai-Tadenuma, et al. 2008). El
andlisis de los elementos regulatorios fue realizado mediante jPREdictor v1.23 (Fiedler y

Rehmsmeier 2006) utilizando los parametros default y solo 1 diferencia fue permitida.

Alineamientos de proteinas y blusgueda de dominios conservados

La budsqueda de sucuencias homalogas para los genes de caseina quinasas 1 1e/6 y de
period, se realizo en un trabajo ya publicado por el laboratorio mediante la construccién de
Modelos Ocultos de Markov (HMM) a partir de secuencias proteicas de los genes reloj de
Drosophila melanogaster, Mus musculus, Synechococcus elongatus, Neurospora crassa y
Arabidopsis thaliana. Las secuencias de nematodos fueron obtenidas de la base de datos
Wormbase WS230 (http://www.wormbase.org).

El analisis de la homologia mostrada por estas proteinas en C. elegans, se realizo
utilizando la herramienta BlastP de NCBI, con las secuencias proteicas de CKlg/6 de
mamiferos y doubletime de Drosophila melanogaster. En este caso, se buscaron las
proteinas de mayor homologia a Kin-20b, utilizando los organismos modelo Drosophila
melanogaster (taxid:7227), Mus musculus (taxid:10090) y Mesocricetus auratus
(taxid:10036), con un maximo de 10 secuencias target para acotar la bisqueda y un expect
threshold de 0,1. Mediante este analisis se determind el porcentaje de identidad y el E-value
de homologia entre las secuencias, el cual es mas significativo cuanto mas bajo es el valor
obtenido, es decir, mas cercano a 0. Luego, se utilizé la herramienta online Clustal-Omega
para alinear las secuencias encontradas (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
Finalmente, se realizd un analisis de sitios activos y dominios de unién conservados entre
KIN-20b vy estas proteinas mediante UniProt (UniProtKB Identifier Q9MIK2,
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9JMK2).

El andlisis de las isoformas LIN-42B y LIN-42C homdlogas a period en C. elegans
previamente publicadas (Romanowski, et al. 2014), fue realizado mediante un alineamiento
con las proteinas correspondientes de Drosophila melanogaster (taxid:7227) y Mus musculus
(taxid:10090) obtenidas de Genbank, utlizando Clustal-Omega. La conservacion de los sitios
de fosforilacion de CKle/6 de period en LIN-42B y C, fueron analizados a partir de

informacidn disponible en bibliografia (Fu 2008).
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Resultados

Regulacion circadiana transcripcional del gen sur-5

Para estudiar la transcripcion de sur-5, se aprovecho la cepa integrada
espontaneamente con el constructo Psur-5::luc::gfp y se realizaron andlisis cuantitativos de
expresion por PCR en tiempo real en un experimento de toma de muestras cada 4 horas bajo
LO/FC (400-0 lux/15,5-17°C) y condiciones constantes (oscuridad y 17°C) (Figura 4.4). Los
resultados mostraron una expresion ritmica significativa del gen sur-5, bajo condiciones
ciclicas, con un maximo cercano a ZT15. Estos ritmos son mantenidos aun en ausencia de
sefiales ambientales, indicando una regulacidn transcripcional circadiana del gen. Asimismo,
la transcripcion del reportero luc::gfp también demostro ser ritmica y con un avance de fase
de 4 horas respecto del patron de expresion del gen sur-5 wild-type. La expresidn circadiana
del reportero fue muy consistente con el patron de oscilacion de la luminiscencia,
mostrando un avance de fase con respecto a ésta, lo cual era de esperarse si se tiene en
cuenta el tiempo necesario para la traduccion de la proteina luciferasa a partir del
transcripto. Estos resultados, donde se observa una correlacion directa entre los niveles
transcripcionales del reportero y la luminiscencia in vivo, como asi también con los niveles
de ARN mensajero de sur-5, sugieren fuertemente que la regulacion transcripcional
circadiana de sur-5 es la base de las oscilaciones de luminiscencia observadas. La diferencia
de acrofases encontradas entre el gen sur-5 y el reportero Juc:gfp podrian reflejar
diferencias regulatorias por las regiones promotoras y 3’ UTR de ambos genes. Es importante
remarcar que solo se utilizaron 1052 pb conteniendo la region promotora minima del gen

sur-5y un 3’ UTR clasico de otro gen, let-858.
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Figura 4.4| Regulacién transcripcional del gen sur-5 y del reportero luc::gfp bajo LO/CF y
condiciones constantes. A| Representacidén esquematica de las condiciones foto y termo-periddicas
utilizadas y del experimento. Las barras blancas/negras indican luz/oscuridad; las barras azules/rojas
indican temperatura baja/alta; las barras gris y anaranjadas indican noche subjetiva y temperatura
alta subjetiva, respectivamente. Los nematodos fueron entrenados bajo el ciclo combinado 12 h:12 h
LO/FC (400/0 lux, 18.5/20°C, ZTO0, encendido de la luz y comienzo de la fase fria de temperatura)
sobre placas de NGM sembradas con E. coli. Al dia 6, nematodos transgénicos que expresaban gfp
fueron transferidos a erlenmeyers con el medio liquido de luminiscencia pero sin D-luciferina y se
sincronizaron por 3 dias mas bajo LO/FC (15,5/17°C) y finalmente fueron liberados en condiciones
constantes (oscuridad, 17°C). Se tomaron muestras comenzando a ZT3 durante el tercer dia bajo
LO/FC y los dos ultimos bajo O0/CC para realizar extraccion de ARN total y PCR en tiempo real. B-C|
Patrones de expresion del ARNm del gen sur-5 wild-type (B) y del reportero luc::gfp (C) bajo LO/FC (n
=4; P<0,001; ***P < 0,001; **P < 0,01 todos versus pico, ANOVA de una via, seguido por un test de
Dunnet de comparacion de grupos) y free running (n = 4; P < 0,001; ***P < 0,001; **P < 0,01 todos
versus pico, ANOVA de una via, seguido por un test de Dunnet de comparacion de grupos). Los
niveles de expresidn fueron normalizados a la expresion de tres genes de referencia constitutivos:
cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 (Hoogewijs, et al. 2008) y relativizados al valor de expresion maximo.
Los datos se muestran como un promedio + SEM de 4 muestras biolégicas independientes (n). La
linea azul representa la actividad del reportero en poblaciones transgénicas de 100 nematodos,
obtenida bajo las mismas condiciones con fines comparativos (n = 28).

Regulacion circadiana de los niveles de ATP enddgenos

Por otro lado, los ciclos de actividad del reportero podrian también reflejar una
regulacion circadiana de variables metabdlicas, que también son consideradas una salida

robusta del reloj en varios organismos modelos, tal como se describié en la introduccidn. La
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enzima luciferasa, codificada por el reportero, cataliza la oxidacion de la D-luciferina en una
reaccion que utiliza ATP y oxigeno como sustrato. Este Ultimo es capaz de atravesar la
cuticula por difusion, por lo cual no deberia ser un factor limitante. El otro sustrato, la D-
luciferina, se administra en exceso al inicio de la reaccion (1 mM) y su ingreso en el
nematodo esta asegurado de manera constante por la utilizacion del Triton X-100 0,05%
como agente permeabilizante. Sin embargo, el ATP para la reaccion si es producido por los
nematodos, por lo que podria, en caso de ser limitante, modular la reaccion de
luminiscencia.

Para descartar que las oscilaciones observadas mediante el reportero reflejaran
variaciones en los niveles de ATP enddgeno, se analizd si estos estaban bajo regulacidn
circadiana. Para ello, se realizd la determinacion del contenido total de ATP relativo a la
concentracion de proteinas totales, en poblaciones de nematodos, de muestras obtenidas
en el experimento anterior bajo LO/FC y FR. Se encontré un ritmo circadiano claro y
significativo en los niveles enddgenos de ATP, completamente en antifase con respecto al
ritmo de bioluminiscencia (Figura 4.5). Este resultado no solamente mostro que la luz
generada por los nematodos transgénicos no podia ser explicada directamente por
variaciones en el ATP enddgeno, sino que ademas fue indicativo de que la produccién de
esta molécula tan importante para la energia celular y por ende el metabolismo del

nematodo, estan fuertemente regulados por el reloj circadiano.
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Figura 4.5| Variacién del ATP enddgeno total en poblaciones de nematodos bajo LO/CF y
condiciones constantes. Las muestras fueron tomadas a partir del mismo experimento anterior,
comenzando a ZT3 durante el tercer dia bajo LO/FC y los dos ultimos bajo OO/CC. Los nematodos
fueron sonicados y posteriormente se determind la concentracion de ATP relativa a la concentracion
de proteina total. Los datos se muestran como un promedio (relativo al maximo valor) £ SEM de 4
muestras biolégicas independientes bajo LO/FC (n = 4, **P < 0,01 ZT15 vs ZT23, ANOVA de una via,
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seguido por un test de Dunnet de comparacién de grupos) y free running (n = 4; **P < 0,01 ZT39 vs
ZTA7, ANOVA de una via, seguido por un test de Dunnet de comparacién de grupos). La linea azul
representa la actividad del reportero en poblaciones transgénicas de 100 nematodos, obtenida bajo
las mismas condiciones con fines comparativos (n = 28).

Para confirmar por otro método que la actividad del gen reportero no reflejaba
directamente los niveles enddgenos de ATP, se repitieron los registros de luminiscencia in
vivo de poblaciones de nematodos, pero esta vez afiadiendo un exceso de ATP exdgeno (1
mM) en el medio liquido de registro. El objetivo de este experimento fue administrar niveles
altos del sustrato, para asegurar que el mismo no fuera limitante para la reaccion y ver si
esto modificaba de alguna manera el patron ciclico de luminiscencia. No se encontraron
diferencias en el patrén de expresion ritmico de sur-5, pero las oscilaciones en condiciones
constantes mostraron una amplitud mayor que las obtenidas en registros de poblaciones sin
adicion de ATP exdgeno (Figura 4.6). Este resultado fue algo inesperado y entonces surgio la
posibilidad de que en realidad fuera simplemente una mera casualidad, y que los animales
no fueran capaces de incorporar el ATP exdgeno.

Se ha reportado previamente que los niveles de ATP enddgenos, y por ende la
energia disponible, declinan alrededor de un 80% desde el dia 0 del estadio adulto hasta el
dia 12, y esta caida se hace muy brusca a partir del 4to dia de adultez, algo que estd muy
ligado al envejecimiento (Braeckman, et al. 2002; Collins, et al. 2008). Entonces, en linea con
esta idea, si el ATP estuviera ingresando en los nematodos a través de la cuticula, y la caida
del ATP endogeno pudiera ser detectada por el reportero, deberia esperarse que la sefial de
luminiscencia fuera mads alta y maés estable a lo largo del tiempo en poblaciones tratadas con
ATP exdgeno en exceso. De esta manera, mientras que los animales con vehiculo
presentarian una caida constante del ATP con el envejecimiento, esto seria de alguna
manera restaurado por el suplemento de ATP en el medio de cultivo. Para analizar si
efectivamente este era el caso, se compard simplemente la sefial cruda de luminiscencia de
nematodos con vehiculo (agua) o tratados con ATP 1 mM, a lo largo del tiempo, en
condiciones constantes (oscuridad, 20°C). Los resultados mostraron exactamente la
respuesta esperada, y las poblaciones tratadas con ATP reflejaron una sefal
significativamente mas alta y mas estable de luminiscencia a lo largo del tiempo que el grupo
control (Figura 4.7). Por lo tanto, la disminucion de ATP enddgeno reportada en la literatura
también estad relacionada con la caida rdpida de la expresion de sur-5 y de la sefal de

luminiscencia en los registros in vivo, pero esta molécula no es el factor limitante de la
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reaccién de luminiscencia, y los ritmos del reportero responden en realidad a variaciones en

la transcripcion de sur-5.
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Figura 4.6 | Registros de luminiscencia de nematodos transgénicos tratados in vivo con ATP 1 mM,
bajo LO/CF y condiciones constantes. A| Registro de luminiscencia de poblaciones de nematodos
bajo LO/FC y OO/CC, con la adicién exdgena de ATP 1 mM al inicio del experimento (ZT10; n = 8,
promedio + SEM). B-C| Registros individuales de luminiscencia de poblaciones de nematodos
sincronizados bajo LO/FC, sin (B, n = 26) y con la adicién de ATP 1 mM (C, n = 8). D| La adicién de
ATP 1 mM no cambia el patron general de la oscilacidn, ni la amplitud del ritmo bajo condiciones
LO/FC (ns, control versus ATP 1 mM, t-test). E-F| Registros individuales de luminiscencia de
poblaciones de nematodos bajo free running, sin (B, n = 26) y con la adicion de ATP 1 mM (C, n = 8).
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D| La adicién de ATP 1 mM genera un aumento significativo de la amplitud del ritmo bajo
condiciones constantes, con respecto a la condicidn control (***P < 0,001 control versus ATP 1 mM,
t-test). UDNL: Unidades normalizadas de luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacion
de 100 nematodos adultos fue considerada una muestra bioldgica independiente (n).
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Figura 4.7| Los nematodos son capaces de incorporar ATP exégeno del medio y esto es reflejado
por la sefial de luminiscencia. A| Registro de luminiscencia crudos de poblaciones de nematodos
bajo oscuridad y 20°C, tratadas con vehiculo (agua, linea negra) o ATP 1 mM (linea roja) al inicio del
experimento (ZT10; n = 4, promedio = SEM). El grafico mas pequefio dentro del principal muestra en
detalle la luminiscencia entre los dias 3 y & del tratamiento. B| Niveles de luminiscencia promedio de
todo el registro de las poblaciones tratadas con vehiculo (agua, barra negra) o ATP 1 mM (barra roja)
(**P < 0,01 vehiculo versus ATP 1 mM, t-test). URL: Unidades relativas de luminiscencia. Cada
poblacion de 100 nematodos adultos fue considerada una muestra bioldgica independiente (n).

Mecanismos de regulacion transcripcional del gen sur-5

A partir de los que conocemos acerca del funcionamiento general del reloj circadiano
en otros organismos modelo, para que la expresidon de un gen sea regulada de manera
circadiana, son necesarios ciertos elementos en cis dentro la secuencia promotora o de la
region codificante del gen. Entonces, se realizd un andlisis bioinformatico de la regidn
promotora de sur-5 clonada en Psur-5::luc::gfp, para buscar posibles secuencias conservadas
del tipo E-box, que podrian ser el sitio de blanco de accidn de factores de transcripcidn. Se
encontraron tres elementos E-box candidatos en la regién del promotora de sur-5: un
elemento en tdndem E1-E2 (-345), con la secuencia CAACTG(7N)CACGTT; un E-box canonico
(-526), CACGTG; y un E-box no-candnico (-742), AACGTG (Figura 4.8A). Resulta interesante
notar que uno de estos elementos consiste en una repeticion directa de dos elementos simil

E-Box (E1-E2), conservado en muchos organismos, y que como se describié durante la
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introduccion, constituye la minima secuencia requerida para la generacion de oscilaciones
transcripcionales celulares autonomas en insectos y mamiferos (Nakahata, et al. 2008;
Paquet, et al. 2008).

Con el objetivo de analizar si los elementos E-box encontrados en el reportero podian
estar involucrados en la regulacién circadiana transcripcional del gen, se inyectaron
nematodos con una versidn sintética mutada del promotor. En este caso, se invirtieron las
dos bases centrales de cada E-box con el fin de tratar de alterar la posible interaccion de
proteinas reguladoras del tipo bHLH que pudieran estar uniéndose rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcidn (TSS). De esta manera, no se alterd el contenido de GC de la region
promotora de interés, ni tampoco la distancia de los elementos E-box con el TSS,
mintiéndose la estructura y la integridad del promotor wild-type (Figura 4.8B). Usualmente,
estas modificaciones llevan a cambios sutiles de fase y/o amplitud y pueden afectar los
niveles de expresion del reportero, pero no necesariamente generan pérdida total de
ritmicidad (Darlington, et al. 2000; Nakahata, et al. 2008; Liu, et al. 2016).

Al analizar los nematodos transgénicos con el constructo Psur-Smut::luc::gfp, se
encontré que el porcentaje de sincronizados fue similar al mostrado por los nematodos
transgénicos con el contructo Psur-5::luc::gfp (68 versus 75%) y tampoco se encontraron
diferencias significativas en la cantidad de ritmicos bajo condiciones constantes (43 versus
50%) (Figura 4.8C y D). Los picos de luminiscencia fueron detectados a ZT16,8 + 0,2 h y
CT17,1¢ 0,7 h mediante un test de Rayleigh (versus ZT15,6 + 0,3 h y CT16.8 + 0,7 h
mostrados por los animales con el promotor wild-type), y no se hallé diferencia significativa
entre ambas medias. El periodo promedio determinado por LS de las oscilaciones bajo
condiciones constantes de oscuridad y 17°C fue de 24,5 + 0,7 h (n = 40, versus 25 + 0,4 h
mostrado por los animales con el promotor wild-type). Estos resultados preliminares
muestran que, al menos, estos cambios de bases no son suficientes para alterar de manera
significativa los ritmos de luminiscencia de sur-5 (es decir, la fase, la amplitud o la

ritmicidad).
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Figura 4.8| Secuencias regulatorias tipo E-box encontradas en la regién promotora de sur-5. A-B|
Representacion esquematica mostrando las posiciones, secuencias y tipo de los elementos E-box,
encontrados por bioinformdtica en el promotor wild-type clonado en el reportero Psur-5::luc::gfp
(correspondiente a 1052 pb rio arriba del TSS del gen sur-5, A) y los cambios de bases en el promotor
sintético mutado (B). C| Registros de luminiscencia promedio + SEM de poblaciones de nematodos
bajo LO/FC y O0O/CC con Psur-5::luc::gfp (linea negra, n = 28) o Psur-5mut::luc::gfp (linea roja, n = 25).
D| Porcentaje de poblaciones sincronizadas y ritmicas con ambos constructos (sur-5 wild-type, n =
77; sur-5 mutado, n = 92; test exacto de Fisher de dos colas) UDNL: Unidades normalizadas de
luminiscencia sin la tendencia (detrended). Cada poblacién de 100 nematodos adultos fue
considerada una muestra biolégica independiente (n).

Ritmos de luminiscencia de nematodos individuales bajo condiciones constantes

Después de ser capaces de registrar ritmos claros y robustos a nivel poblacional y de
encontrar que estos respondian a una regulacién circadiana de la actividad transcripcional
del gen sur-5, un objetivo mucho mds ambicioso era demostrar que el reportero también
podia ser utilizado para realizar ensayos con animales individuales. En este punto, es

importante remarcar que los registros individuales presentan grandes dificultades, ya que
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los nematodos tienen un tamafio muy pequefio, tienen una tasa de motilidad muy elevada y
una sefial de luminiscencia mucho mas baja que aquella emitida por una poblacion de 100
nematodos, lo cual disminuye en gran medida la relacion sefial-ruido. Entonces, para poder
llevar a cabo estos registros, se utilizd un protocolo de entrenamiento mas corto, donde
luego del crecimiento bajo el ciclo LO/FC (18,5/20°C), nematodos individuales L4
seleccionados por su alta expresion de gfp, fueron colocados en el medio de luminiscencia y
registrados en el formato de placa de Petri (20°C y oscuridad) inmediatamente después, por
7 dias. Es decir, se eliminaron los dias adicionales de entrenamiento que en general recibian
las poblaciones luego de ser pasadas al medio de luminiscencia. De esta manera, se
sacrificaron dias de refuerzo del entrenamiento después del cambio de medio, para
aprovechar mas los primeros dias de registro, que son los mas importantes porque
presentan mayores niveles de luminiscencia (Comparar figura 4.9A con Figura 2.10A).
Ademas, mientras que en los registros poblacionales se destacaban las primeras 12/24 horas
de registro, en este caso se tratd de conservar todos los primeros datos donde fuera posible.
Por otro lado, se ajustd la adquisicion de datos de manera tal que el tiempo de integracidn
en cada well fue de 4 minutos, en lugar de 1 minuto utilizado para poblaciones. Esto permite
tener mas sensibilidad, pero amplia el intervalo entre medidas a 37 minutos.

Mediante estos cambios, se detectaron ritmos circadianos robustos de luminiscencia
por al menos 4 dias bajo condiciones constantes en aproximadamente un 40% de los
nematodos, con un periodo promedio de 24,5 + 0,2 h y un pico nocturno cercano al
encontrado en registros de poblaciones de nematodos (Figura 4.9B). Algunos nematodos
individuales mostraron ritmos de luminiscencia robustos, pero con una fase claramente
diurna, lo que revelé que no todos los animales estaban entrenados a las condiciones
ambientales (Figura 4.9C). Debido al hecho de que las sefiales de registros individuales
decaen mas rapidamente, y a que los nematodos fueron transferidos a condiciones de libre
curso inmediatamente luego del cambio de medio, esta falta de refuerzo en el
entrenamiento podria explicar en parte la asincronia observada entre los individuos. Este
resultado es interesante en si mismo, porque apoya la nocién de la caida de la amplitud en

los ritmos poblaciones por un efecto de desincronizacion individual.
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Figura 4.9| Ritmos de luminiscencia de nematodos individuales bajo condiciones constantes. A|
Representacion esquematica de las condiciones foto y termo-periddicas utilizadas. Las barras
blancas/negras indican luz/oscuridad; las barras azules/rojas indican temperatura baja/alta; las
barras gris y anaranjadas indican noche subjetiva y temperatura alta subjetiva, respectivamente. Los
nematodos fueron entrenados bajo el ciclo combinado 12 h:12 h LO/FC (400/0 lux, 18.5/20°C, ZTO,
encendido de la luz y comienzo de la fase fria de temperatura) sobre placas de NGM sembradas con
E. coli hasta el estadio L4. Al dia 6, nematodos transgénicos que expresaban gfp fueron transferidos a
placas de Petri con el medio liquido de luminiscencia y a ZT12 fueron registrados en el luminémetro
en condiciones constantes (oscuridad, 20°C). B| Registros de luminiscencia promedio £ SEM de
nematodos individuales bajo 00/CC con Psur-5::luc::gfp (n = 12). C| Registro de luminiscencia de un
nematodo representativo con una acrofase diurna. La linea roja representa el mejor ajuste (analisis
por Cosinor, R* = 0,72, periodo LS 24,4 h; acrofase CT1,8 h). UDNL: Unidades normalizadas de
luminiscencia sin la tendencia (detrended).

Modulacién farmacoldgica de los ritmos de luminiscencia por el inhibidor PF-670462

Tener la capacidad de registrar ritmos en nematodos individuales es muy ventajoso,
ya que se puede analizar cémo responde cada individuo a la accién de compuestos que son
capaces de alterar los ritmos circadianos. Este tipo de experimentos farmacoldgicos son muy
dificiles de realizar en ensayos poblacionales, ya que si cada uno de los animales de esas
poblaciones no estan entrenados a los Zeitgebers, las respuestas pueden ser muy variables y

se pueden obtener resultados muy ruidosos vy dificiles de interpretar.
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Como se describié durante la introduccidn, la caseina quinasa 1 juega un rol muy
importante en la modificacion a nivel postraduccional de proteinas del reloj central de
muchos organismos modelo, tales como mamiferos (Loudon, et al. 2007; Etchegaray, et al.
2009; Isojima, et al. 2009; Lee, et al. 2009), la mosca Drosophila melanogaster (Kloss, et al.
1998; Price, et al. 1998), el hongo Neurospora crassa (Querfurth, et al. 2007) y el alga
picoeucariota Ostreococcus tauri (van Ooijen, et al. 2013), aun cuando las proteinas que
integran sus TTFL no estan conservadas. Surgio entonces la hipdtesis de que podria existir un
mecanismo similar en C. elegans, a través de alguna quinasa que fuera capaz de regular el
periodo de los ritmos circadianos de salida del reloj mediante su accion en el reloj central,
aun desconocido. Si este fuera el caso, la modificacion de la actividad de dicha quinasa
podria tener un impacto indirecto en el periodo del ritmo de luminiscencia del reportero
controlado por sur-5.

En un trabajo recientemente publicado por nuestro grupo, y en otros previos, se
encontré que C. elegans posee una Unica proteina homodloga a la caseina quinasa 1¢/6 de
mamiferos (la isoforma KIN-20b), la cual esté codificada por el gen kin-20 (Banerjee, et al.
2005; Romanowski, et al. 2014). El andlisis por BlastP de esta isoforma contra las proteinas
CKle de Mesocricetus auratus (taxid:10036), CK16 de Mus musculus (taxid:10090) y
DOUBLETIME de Drosophila melanogaster (taxid:7227), todas involucradas en la
fosforilacion de PER y en la regulacion del periodo de distintos outputs del reloj, reveld un
alto grado de homologia con todas estas proteinas. KIN-20b muestra un 79% de identidad
(93% de cobertura, E = 0) con la CKle de M. auratus, un 80% de identidad (93% de
cobertura, E = 0) con la CK16 de M. musculus y un 76% de identidad (93% de cobertura, E =
2x10"%) con DBT de D. melanogaster. Asimismo, un andlisis de sitios activos y dominios de
union entre KIN-20b y estas proteinas mediante UniProt (UniProtKB Identifier Q9MJK2,
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9JMK2), revelé una conservaciéon completa de todos los

sitios funcionales y regulatorios (Figura 4.10).
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Figura 4.10| Alineamiento realizado con Clustal-Omega de la isoforma KIN-20b con CKle de M.
auratus, CK16 de M. musculus y DBT de D. melanogaster. La regién conservada de unién a
nucledtidos importantes para la funcién de quinasa estd marcada con un recuadro negro. El sitio
conservado de unién K, se muestra con color rosa y recuadro rojo. El sitio activo conservado D, se
muestra con color azul y recuadro rojo. Finalmente, el residuo conservado R, de color rosa y
recuadrado en azul, corresponde al sitio que al ser mutado genera el acortamiento del periodo en el
ritmo de actividad locomotora del hamster dorado CK1g™"

Dado el alto grado de homologia y conservacién encontrado entre KIN-20b y la CK1

de mamiferos e insectos, se decidio analizar si PF-670642, un potente inhibidor selectivo de

CK1g/6 y un modulador farmacoldgico cldsico del periodo circadiano en otras especies, era

capaz de afectar también a los ritmos de luminiscencia de sur-5.

El tratamiento con PF-670462 indujo un alargamiento significativo del periodo en

condiciones de oscuridad y temperatura constante (20°C), de manera dosis-dependiente

(control, 24,5+ 0,2 h; 5 uM PF-670462, 27,5 + 0,4 h; 10 uM PF-670462, 30,9 h £ 0,5 h; Figura

4.11).

Es muy importante remarcar que no se observaron efectos toxicos con las
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concentraciones de PF-670642 utilizadas, determinado mediante un ensayo de toxicidad en
actividad locomotora con un dispositivo denominado W~Mlicrotracker, previamente
reportado para el estudio de efectos citotdxicos generados por farmacos (Bianchi, et al.

2015) (Figura 4.12).
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Figura 4.11| Modulaciéon farmacolégica por PF-670642 de los ritmos de luminiscencia de
nematodos individuales bajo condiciones constantes. A| Representacidon esquematica de las
condiciones foto y termo-periddicas utilizadas. Las barras blancas/negras indican luz/oscuridad; las
barras azules/rojas indican temperatura baja/alta; las barras gris y anaranjadas indican noche
subjetiva y temperatura alta subjetiva, respectivamente. Los nematodos fueron entrenados bajo el
ciclo combinado 12 h:12 h LO/FC (400/0 lux, 18.5/20°C, ZT0, encendido de la luz y comienzo de la
fase fria de temperatura) sobre placas de NGM sembradas con E. coli hasta el estadio L4. Al dia 6,
nematodos transgénicos individuales que expresaban gfp fueron transferidos a placas de Petri con el
medio liquido de luminiscencia y justo antes del inicio del registro (ZT12) se les agregd vehiculo
(agua) o PF-670642. La luminiscencia se registrd bajo condiciones constantes (oscuridad, 20°C). B|
Registros de luminiscencia promedio * SEM de nematodos individuales bajo Q0/CC con vehiculo
(agua, linea azul, n = 12), 5 uM de PF-670462 (linea verde, n = 8) y 10 uM de PF-670462 (linea roja, n
= 10). €| Periodo promedio determinado por LS de los nematodos con vehiculo (puntos azules, 24,5
+ 0,2 h) o tratados con PF-670462 (5 uM, puntos verdes, 27,5 + 0,4 h y 10 uM, puntos rojas, 30,9
0,5 h). PF-670462 alarga significativamente el periodo circadiano del reportero (***P < 0,001 vs
control; ANOVA de una via, seguido por un test de Dunnet de comparacién de grupos).

207



Capitulo IV

A B
el —vVehiculo £ 197 —— 5 UM PF-670462
E £
Te} w
B B
£ =
210 2 1.0
1] W
2 2
© T
@ @
Xos5 X 0.5-
o o
3] 1]
hel el
= 2
k3] 0
< 0 o T T T T 1 ( 0 L T T T 1
24 48 72 96 120 24 48 72 96 120
Tiempo (horas) Tiempo (horas)
C._ D
15 —— 10 pM PF-670462 P 1500
E =
e 1250 4
? L
= ]
o £ 1000+
o 2
% 5_-3 750
e¥]
% Y 5004
M
U o)
= S 250-
< 0.04+— ; ; . ; 0-
24 48 72 96 120 0 1 5 10
Tiempo (horas) PF-670462 (uM)

Figura 4.12| Ensayo de toxicidad de PF-670642 por actividad locomotora. A-C| Resultados de un
ensayo de toxicidad que consiste en el registro de la movilidad total de poblaciones de nematodos
adultos N2 (wild-type) a lo largo del tiempo. El mismo fue realizado con un dispositivo denominado
WNMicrotracker que contiene 4 haces infrarrojos por well, que son atravesados por los gusanos
cuando estos se mueven en el medio liquido. Los graficos muestran la actividad relativa promedio +
SEM, de nematodos tratados con vehiculo (A), 5 pM (B) o 10 uM (C) de PF-670462 bajo 18°C y
oscuridad constante (n = 24 poblaciones por tratamiento, 50 nematodos/well). El ensayo fue
realizado por un periodo de tiempo equivalente a la duracién de un ensayo tipico de luminiscencia
con nematodos individuales. D| No se encontraron diferencias significativas en la actividad total del
grupo control (vehiculo, agua) y las diferentes concentraciones de PF-670462 (1 pM , 5 uM y 10 uM)
(todos vs control, ns, ANOVA de una via, seguido por un test de Dunnet de comparacion de grupos).

Ritmos de luminiscencia en nematodos individuales mutantes para kin-20

Para intentar caracterizar con mayor profundidad el cambio del periodo encontrado
mediante el tratamiento con el inhibidor de CK1&/8, se generaron lineas transgénicas con el
constructo Psur-5::luc::gfp en un background mutante para el gen kin-20, disponible en el
CGC. El mutante kin-20{ok-505) utilizado, generado por el C. elegans Gene Knockout

Consortium, posee una mutacion por sustitucion compleja, que consiste en una delecion de
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2202 pb y una insercién en su lugar de 268 pb, afectando la secuencia codificante para todas
las isoformas del gen, lo cual genera una pérdida total de la isoforma KIN-20b de interés
(Figura 4.13). Dado que kin-20 codifica para quinasas que cumplen funciones heterocronicas
esenciales en C. elegans, interviniendo en la morfogénesis del cuerpo, el desarrollo
embrionario y de los estadio larvales, el crecimiento y la reproduccion (Banerjee, et al.
2005), estos mutantes presentan un fenotipo muy caracteristico. En primer lugar, muestran
un desarrollo mucho mas lento que nematodos wild-type y generan menos progenie, pero
aln cuando tardan mas tiempo en crecer, pueden pasar por todos los estadios larvales y
alcanzar el estadio adulto reproductivo sin problemas. Ademas poseen un fenotipo conocido
como dumpy, caracterizado por una morfologia mas corta y mas engrosada en los distintos

estadios larvales.
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Figura 4.13]| Localizacién genémica de la isoforma KIN-20b codificada por kin-20 y de la mutacién
en el mutante kin-20{ok505). El gen kin-20 de C. elegans codifica para 12 proteinas distintas, de las
cuales se indica KIN-20b, la proteina de interés que presenta homologia con otras CK1. Los exones se
encuentran representados en verde (las lineas entre ellas representan los intrones) y en gris se
muestran las secuencias regulatorias del tipo 3 y 5’UTR. Abajo, aparece representada la mutacién de
kin-20(ok505), que corresponde a una delecidn de todo el fragmento mostrado en amarillo y el
reemplazo por una secuencia heterdloga de 268pb. De esta manera, se pierden completamente los
exones 2, 3 y 4 de todas las isoformas y parte del 1 en aquellas que lo contienen y la isoforma KIN-
20b esta totalmente ausente en este mutante. Imagen adaptada de www.wormbase.org.

Mediante un protocolo de entrenamiento mas extendido (de 12 dias de duracidn),
fue posible sincronizar poblaciones transgénicas de kin-20(ok-505) con Psur-5::luc::gfp bajo
el ciclo LO/FC de 18,5-20°C, hasta el estadio L4 en placas con comida. Luego, se
monitorearon nematodos individuales que mostraron expresion alta del constructo bajo
lupa de fluorescencia, desde estadio L4 o joven adulto, por 7 dias. Los registros de
luminiscencia de estos mutantes no solo mostraron ritmos robustos de luminiscencia bajo

condiciones de oscuridad constante y 20°C por varios dias, sino que ademas exhibieron un
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periodo significativamente mas largo con respecto a los animales wild-type, mayor a las 30 h
(30,8 £ 0,9 h) (Figura 4.14). Estos resultados son muy alentadores, y sugieren fuertemente la
existencia de un mecanismo conservado de modulacion postraduccional del reloj circadiano

de C. elegans.
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Figura 4.14| Registros de luminiscencia de animales kin-20{ok-505) con el reportero bajo
condiciones constantes. A| Registros de luminiscencia promedio + SEM de nematodos individuales
bajo OO/CC (20°C) de la cepa N2 (wild-type, n = 12) y VC398 (kin-20{ok-505), n = 12). B| Registro de
luminiscencia de una poblacidon representativa de kin-20{ok-505) de A. La linea roja representa el
mejor ajuste encontrado (analisis por Cosinor, R’ = 0,65; periodo LS 32,4 h; acrofase CT18.8 h). C|
Periodos promedio de luminiscencia de ambas cepas (***P < 0,001, wt vs kin-20(ok-505), t-test).

En otros organismos, las caseinas quinasas 1¢/6 y DBT modulan el periodo de los
genes reloj mediante la fosforilacion y posterior degradacion de PERIOD (Kloss, et al. 1998;
Price, et al. 1998; Meng, et al. 2008; Etchegaray, et al. 2009). En C. elegans, el reloj central
aun es desconocido y todas las proteinas homdlogas a componentes del reloj de otros
organismos parecen cumplir solo funciones durante el desarrollo (Qin y Powell-Coffman
2004; Banerjee, et al. 2005; Tennessen, et al. 2006; Monsalve, et al. 2011; Temmerman, et
al. 2011). Para que kin-20 pueda regular el periodo de los ritmos de luminiscencia revelados
por el reportero es necesaria la existencia de un homdlogo de PER, que contenga ademas
sitios conservados de fosforilacion donde esta quinasa podria estar actuando, de la misma
manera que las CK1 modulan la actividad de PERIOD. El mismo trabajo realizado por
nuestros laboratorio antes mencionado (Romanowski, et al. 2014), y otros reportes (Jeon, et
al. 1999; Tennessen, et al. 2006), sugieren que las proteinas de C. elegans que presentan
mayor homologia con PERIOD de mamiferos y Drosophila melanogaster, son las isoformas
LIN-42B y C, codificadas por el gen lin-42. Mediante el analisis por construccion de modelos

ocultos de Markov, se encontré que LIN-42B muestra una homologia con un valor E = 2.1x10°
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% con PER de D. melanogaster; ambas proteinas poseen dominios PAS y un dominio

reconocido como Period Circadian Protein, pero difieren bastante en tamafio: dmPER posee
1218 aminoacidos y celLIN-42B solo 597. En el caso de mamiferos, celLIN-42B muestra
homologia con mPER2 y mPER3, con E = 2.90x10°' y E = 5.50x10™°, respectivamente.
Finalmente, PER1 de mamiferos es homodloga a celLIN-42¢c, con un E = 7,S{Jx10'”
(Romanowski, et al. 2014).

Ademas, se ha reportado que en D. melanogaster, DOUBLETIME modula la actividad
de dmPERIOD a través de dos dominios particulares: el dominio PerS y el dominio PerSD. Por
otro lado, la fosforilacién en los extremos N o C terminal de la proteina no tiene efecto sobre
su actividad (Fu 2008; Kivimae, et al. 2008). En mamiferos, la fosforilacion de PER2 S662 lleva
a la subsecuente fosforilacion del motivo S665/668/671/674, generando un represor mas
débil y de mayor estabilidad (Fu 2008). Mediante un alineamiento por Clustal-Omega
(Sievers, et al. 2011) del servidor web EMBL-EBI, se alinearon y compararon las isoformas
LIN-42By c de C. elegans con PERIOD de D. melanogaster y PERIOD2 de M. musculus, para
buscar si estos sitios de fosforilacion estaban conservados en C. elegans. Como se puede
observar en los alineamientos, muchas posiciones de aminoacidos que son blancos de
fosforilaciones en moscas y mamiferos se encuentran conservados en los posibles PERIOD de
C. elegans (Figura 4.15). Esto sugiere que celLIN-42 podria llegar a ser modulada por kin-20

mediante fosforilacion.

NP_525056.2_period_Drosophila_mel LPHENELTWSERDSVMLGEISPHHDYYDYKSSTETPPSYNQLNYNENLLRFFNSKPVT-A
LIN-42_isoform_b VAAARAAQ4RQARVVATAQT - RKVASKPHTTSTOPPLSYTQINCLENVHRL L KShSRPES
LIN-42_isoform_d VAAAALAQ4AQAAVVATAQI-AKVASEPATTSTOPPLSYTQINCLENVHRLLKSSRPES

NP_035196.2_per2_Mus_musculus RKATVSPGLHSGEAARPSKVTS - - - HTEVSAHLSSLTLPGKARS|VBLTSQCSYSSTIIVH
LIN-42_isoform_b TREALT- - LHTXRFEDEYX DTHCRRLKALSODVPS - SPPAKRYTPIHATSS - - - - - SHNH
IH

LIN-42_isoform_d TREALT --LHTKRFEDEYKDTWCRRLKRLSDDVPS - SPPAKR WT55-~=en SPNH

Figura 4.15| Alineamiento parcial realizado con Clustal-Omega de las isoformas LIN-42By c de C.
elegans con PERIOD de D. melanogaster y PERIOD2 de M. musculus. Arriba, se muestran los sitios
conservados de fosforilacion de los dominios PerS (recuadro rojo) y PerSD (recuadro negro) de
dmPERIOD en C. elegans. Muchas de las serinas y treoninas blancos de fosforilacién en la mosca se
encuentran conservadas en LIN-42By c. Abajo, se muestran los sitios conservados de fosforilacion de
de mPERIOD en C. elegans. La serina 662 esta sustituida por una treonina en C. elegans, que también
puede ser blanco de fosforilaciones, la posicién 668 estd conservada y las posiciones 671 y 674 estan
ausentes en lin-42 del nematodo.
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Discusion

Durante este capitulo, analisis complementarios de registros de luminiscencia in vivo
y ensayos in vitro demostraron la regulaciéon circadiana del metabolismo de C. elegans y
revelaron un nuevo gen controlado por el reloj (ccg, siglas del inglés Clock Controlled Gene),
sur-5, que no habia sido asociado hasta el momento al sistema circadiano de los nematodos
utilizando métodos clasicos. Se comprobd que los ritmos circadianos de luminiscencia antes
encontrados se generan por una expresion ritmica del gen sur-5 en los nematodos, bajo
condiciones variables y constantes. El reportero transcripcional construido es capaz de
copiar esta oscilacidn y el patrén de expresion del ARN mensajero es muy consistente con el
mostrado por el gen enddgeno. En un analisis mas detallado, se encontré una diferencia en
la acrofase entre el gen sur-5 y el reportero, la cual podria ser consistente con la naturaleza
transcripcional de esta fusidn, donde solo se utilizé una regién promotora minima y un
3'UTR clasico de let-858. En este sentido, seria interesante estudiar el efecto de cambiar
estas secuencias en el ritmo de salida, o incluso en analizar alguna fusion traduccional, para
estudiar posibles mecanismos de regulacién de sur-5 a nivel postraduccional. Estos
resultados son de gran relevancia, ya que nos permiten afirmar que el método elegido
puede ser utilizado para estudiar la regulacion transcripcional de cualquier gen de interés en
el futuro.

El promotor de sur-5 es comunmente utilizado para expresar transgenes de manera
ubicua y constitutiva a lo largo del desarrollo, pero no existen estudios anteriores a este
trabajo que analicen el patron de expresion de este gen bajo un esquema circadiano LO/FC
en nematodos adultos. En nuestro caso, la eleccion de este promotor no estuvo relacionada
con una posible homologia a algun gen circadiano, sino que mas bien fue el punto de partida
para poder desarrollar el método, ya que se trataba de un promotor capaz de dirigir una
expresion fuerte del constructo de interés y por ende facil de detectar, sin necesidad de
demasiada sensibilidad. Por supuesto, de aqui en adelante habra que ver si las condiciones
elegidas también son Optimas para el estudio transcripcional de otros genes, que se
expresan solamente en algunas neuronas, por ejemplo.

Como se menciond durante el capitulo 1, se ha descripto que sur-5 regula
negativamente al gen ras let-60, el cual actia en una via de transduccion que controla la

diferenciacion de la vulva en C. elegans. Ademas, se sabe que sur-5 actia de manera
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sinérgica con lin-45, generando la muerte larval, el movimiento descordinado y defectos en
la puesta de huevos. Por otro lado, un analisis bicinformatico muestra que este gen codifica
para una proteina homaloga a la Acetil-Coenzima A sintetasa de H. sapiens (BlastP, 88% de
cobertura, 40% de identidad, E = 2x10'%%) y que ademas posee sitios predictivos de unién a
ATP y AMP, aunque esta funcién bioquimica no ha sido caracterizada (Gu, et al. 1998). La
Acetil-CoA sintetasa es una enzima evolutivamente conservada e involucrada en el
metabolismo de lipidos, que participa en la generacion de Acetil-CoA (una fuente de carbono
para la sintesis y elongacién de acidos grasos) de una manera dependiente de ATP y acetato.
Recientemente se ha descrito que a pesar de que los niveles de ARN mensajero no oscilan en
mamiferos, la actividad de la Acetil-CoA sintetasa 1 (AceCS1) estd bajo modulacion
circadiana a través de la acetilacion por SIRT1 (Sahar, et al. 2014). La acetilacion ciclica de
AceCS1 genera niveles ritmicos de acetil-CoA tanto in vivo como en lineas celulares y, en
consecuencia, la elongacidn ritmica de los acidos grasos. De manera consistente, en este
trabajo se encontrd un ritmo circadiano robusto en los niveles endégenos de ATP en los
nematodos, en antifase con los niveles de ARN mensajero del transcripto de sur-5. Estos
resultados son muy alentadores y abren la puerta para estudiar en detalle cdmo se lleva a
cabo esta regulacién circadiana metabdlica. Es posible, por ejemplo, enfocarnos ahora en la
regulacién de los niveles de Acetil-CoA o incluso de NAD® bajo las condiciones de
sincronizacion, ya que como se describid durante la introduccidn, los mismos son ciclicos por
accion de SIRT1 en mamiferos, y podria suceder que esta acetilasa de histonas también esté
conservada en C. elegans.

El patrén en antifase entre el ritmo circadiano de ATP y el de bioluminiscencia,
demuestra que el reportero no refleja directamente el estado metabdlico in vivo en nuestras
condiciones de ensayo. Esto difiere de lo que habia sido reportado previamente en ensayos
cortos (Lagido, et al. 2008), y en nuestro caso, la luz correlaciona con los niveles de ARNm de
sur-5. Ademas, la adicion de un exceso de ATP no alteré el patrén ritmico de
bioluminiscencia, apoyando la nocion de que el factor limitante en la reaccion es la cantidad
de enzima disponible. Recientemente, un estudio reportd que la luminiscencia de
nematodos transgénicos portando un constructo similar sur-5:luc::gfp también varia
durante el desarrollo embrionario, pero en este caso, el ensayo se realizé con bacterias en el
medio y el sustrato D-Luciferina era incorporado por los nematodos a través de la

alimentacion (Olmedo, et al. 2015). De esta manera, se obtuvieron oscilaciones de menos de
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24 horas, que mostraban una forma mas bien cuadrada, donde la sefial caia rapidamente
entre los moltings, cuando los nematodos sufren un cambio de cuticula y dejan de
alimentarse por la formacion del plug en la cavidad bucal (ver Figura 1.3). Notablemente,
tampoco se encontrd en este trabajo una correlacién de la luminiscencia con los niveles de
ATP enddgenos. Resulta muy interesante que el mismo reportero pueda responder a
distintas cosas simplemente con cambios en las condiciones de medida, lo cual habla de la
versatilidad y la sensibilidad del sistema y de la influencia directa de las condiciones de
registro sobre el estado metabdlico del organismo. En este sentido, en el laboratorio ya
estamos intentando poner a punto registros de luz en presencia de bacterias, que nos
permitan realizar por ejemplo ensayos de ARN interferencia por alimentacién con bacterias
gue expresan el ARNdc de interés.

Consistentemente con la descripcion de sur-5 como un nuevo ccg, se encontraron
mediante un andlisis bioinformatico tres elementos E-box candidatos en la region del
promotora de sur-5 (E1-E2 (-345), CAACTG(7N)CACGTT; E-box candnico (-526), CACGTG; y E-
box no-candnico (-742), AACGTG). La primera prueba realizada para estudiar el efecto de
estos sitios mediante la utilizacion del reportero con el promotor mutado portando una
inversién de las dos bases centrales de cada elemento, no reveld cambios significativos en el
ritmo de luminiscencia. Determinar si estos elementos cumplen una funcién conservada en
C. elegans o silos nematodos poseen un mecanismo diferente de regulacion transcripcional,
como el presente en hongos o plantas, requerira de mas experimentos especificos. Al
respecto, estamos pensando en una delecién de todos los elementos o combinaciones de
ellos, para eliminar completamente cualquier interaccidn con posibles proteinas regulatorias
gue pudieran existir, y en la construccion de nuevas versiones del reportero con el promotor
truncado desde el extremo 5’.

Es necesario destacar también la factibilidad del sistema para ser adaptado al registro
de nematodos individuales, algo que es muy dificil de realizarse con otros métodos
convencionales tales como actividad locomotora o medidas bioquimicas, que requieren
grandes numeros de individuos. Los ensayos de nematodos individuales resultaron utiles
para revelar ritmos circadianos robustos en estudios a corto plazo y, notablemente,
permitieron eliminar el efecto del promedio de sefiales de distintas fases, que resulta en
pérdida de informacién debido a posibles desincronizaciones dentro de los individuos de la

poblacién. Sin embargo, los ritmos individuales mostraron mas variabilidad y requirieron un
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mayor nimero de réplicas bioldgicas, lo cual estd relacionado posiblemente con una sefial
mas baja.

Una caracteristica del reloj que fue revelada con los ensayos de un solo animal y no
fue visible en ensayos poblaciones, fue la sensibilidad farmacolégica de los ritmos de
luminiscencia al inhibidor de CK1 &/6. En otros organismos, esta modulacion es dependiente
de la fase (Querfurth, et al. 2007; Etchegaray, et al. 2010; van Qoijen, et al. 2013), y dado
gue la administracion de la droga siempre se realizd en el mismo horario (ZT12), es posible
gue si todos los individuos de las poblaciones no estuvieran exactamente sincronizados al
momento de recibirla, se generaran efectos distintos en cada uno y por ende un resultado
muy ruidoso. De hecho, esto mismo fue encontrado cuando la droga fue administrada en
nematodos individuales, donde no todos respondieron de la misma manera y el
alargamiento del periodo en la luz mostrd claras variaciones inter-individuos. Consistente
con esto, algunos nematodos mostraron fases diurnas durante los registros, lo cual apoya la
idea de que no todos llegan a entrenarse verdaderamente a los Zeitgebers. En este punto,
sera necesario profundizar mas en las condiciones de sincronizacién, y en las vias
moleculares que estan involucradas, para poder ajustar mas los Zeitgebers a lo que el reloj
es capaz de interpretar y lograr entonces una mayor proporcién de poblaciones e individuos
entrenados.

La modulacion del periodo de luminiscencia por el inhibidor PF-670462 y la
recapitulacion de este efecto en el mutante de kin-20, apoyan la nocién de un mecanismo
evolutivamente conservado de regulacién postraduccional en la maquinaria molecular del
reloj del nematodo. Esta respuesta nunca habia sido estudiada con anterioridad y es la
primera vez que estamos cerca de poder llegar al mecanismo central del reloj. En este
sentido, un gran numero de proteinas han sido descritas como posibles homaélogos a los
factores centrales del reloj de mamiferos e insectos, incluyendo a AHA-1, LIN-42b/b y TIM-1,
gue presentan diferentes grados de homologia con CLOCK, PERIOD y TIMELESS,
respectivamente (Hasegawa, et al. 2005; Romanowski, et al. 2014). Sin embargo, hasta el
momento, se ha descripto que estos genes poseen roles a nivel del desarrollo en los
nematodos (Chan, et al. 2003; Qin y Powell-Coffman 2004; Tennessen, et al. 2006;
Monsalve, et al. 2011) y ninguno de ellos ha demostrado ser circadianamente ritmico a nivel
de RNAm (van der Linden, et al. 2010; Olmedo, et al. 2012}, al menos bajo ciclos clasicos de

luz-oscuridad o temperatura. Para la existencia de un mecanismo conservado de TTFL
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(Harmer, et al. 2001) con un lazo de retroalimentacidn negativa, al menos uno de estos
genes deberia ser ciclico. Incluso aunque no haya hasta el momento evidencia que indique
gue el homadlogo de PER, LIN-42, es ciclico a nivel transcripcional bajo ciclos de LO o CF en
ensayos de organismos completos (Edgar, et al. 2012; Olmedo, et al. 2012), existe la
posibilidad de que solo cicle en un subconjunto de células o que sea regulado de manera
postraduccional. Esto ha sido observado para el caso de las peroxirredoxinas, un marcador
circadiano conservado en C. elegans y en todos los organismos modelo estudiados hasta el
momento (Edgar, et al. 2012). Adicionalmente, |la actividad de LIN-42 podria estar regulada
mediante mecanismos citopldsmicos complejos que ocurren por una alternancia de
compafieros de heterodimerizacién especie-especificos y que modulan la funcién de
proteinas del reloj en otros organismos. Por ejemplo, se ha demostrado en mamiferos y
Drosophila (Young y Kay 2001) que la heterodimerizacion de PER con una proteina especifica
determina la localizacién subcelular a lo largo del dia, como asi también su sensibilidad a
CK1le. Ademas, algunas mutaciones en Drosophila son capaces de afectar especificamente
los patrones de interaccion de PER y TIM en el citoplasma, de alterar o bloquear la tasa de
transporte al nicleo o incluso, de afectar la tasa de disociacion del dimero PER/TIM,
cambiando, de esta manera, el periodo de los ritmos (Young y Kay 2001). Una evidencia clara
a favor de la posible funcidn de lin-42 en dentro del reloj central, proviene de la observacidn
de gue nematodos mutantes para este gen muestran un periodo de actividad locomotora
ligeramente mas largo in vivo (Simonetta, et al. 2009).

El analisis bioinformdtico mostrado revelé que KIN-20b posee un alto nivel de
homologia con su contraparte en insectos y mamiferos, con una conservacion completa de
los sitios funcionales y regulatorios, lo cual indica que la proteina muy posiblemente sea el
blanco de accidn del inhibidor selectivo de CK1g/6, PF-670642. La conservacion de sitios
regulatorios entre LIN-42b/c y PER, asi como aquellos entre KIN-20b y CK1g/8, es sugerente
de la posibilidad de una fosforilacion de LIN-42b/c mediada por KIN-20b, similar a lo
encontrado en otras especies.

Resulta importante mencionar que la expresion de los reporteros fusionados
traduccionalmente plin-42::gfp y pkin-20::gfp, colocaliza perfectamente en unas células
denominadas seam cells en el nematodo y se ha demostrado también que el fenotipo precoz
de fusion anormal de estas seam cells observado en mutantes /in-42(n1089), es potenciado

por ARN interferencia contra kin-20 y tim-1 (Banerjee, et al. 2005). Esto sugiere una posible
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interaccidn in vivo entre algunas de las isoformas de LIN-42 y KIN-20. Las seam cells son un
grupo de células (HO-H2, V1-6, T) que se encuentran a lo largo de la linea media apical de la
hipodermis, y entre los extremos izquierdo y derecho de la nariz y la cola. Lo interesante de
estas células, es que sufren una serie de divisiones asimétricas en cada uno de los 4 estadios
larvales, para producir nuevas seam cells autorenovables y células diferenciadas de la
hipodermis que forman la cuticula del L1, dauers y los adultos. Sin embargo, durante el
desarrollo postembrionario, pueden actuar para producir ademas neuronas del ganglio
lumbar (PLN, PVYW y PVN), neuronas de la espiga de la cola (PHC), células de apoyo (Phsol,
Phso2) y distintos tipos de cerdas sensoriales (wormatlas). Determinar cual es la razén por la
cual tanto /in-42 como kin-20 se expresan en estas células y el rol preciso de LIN-42b/c y KIN-
20b en el reloj circadiano de C. elegans requerira mas experimentos a futuro. Para ello, sera
esencial analizar por ejemplo si KIN-20b es una quinasa capaz de fosforilar realmente LIN-42,
y entender con mayor profundidad el efecto observado del alargamiento del periodo de
luminiscencia en el mutante kin-20(ok-505), mediante experimentos con ARNi para kin-20 o

la sobreexpresion del gen wild-type por microinyeccién.

217



Conclusion general

“Las ideas no duran mucho. Hay que hacer algo con ellas”.

— Santiago Ramon y Cajal. Charlas de café, 1932,
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Conclusién general

Gran parte de nuestro conacimiento actual del reloj circadiano de C. elegans ha
estado limitado a la descripcion de comportamientos, o salidas del reloj, basados en
métodos variables y no muy robustos, que no son aplicables a forward genetic screenings y a
analisis high-throughput. En este trabajo, se desarrollé un método basado en un reportero
luminiscente, no invasivo y muy sensible, que reveld ritmos transcripcionales de
luminiscencia robustos e in vivo, tanto a nivel poblacional como individual. Este método
permitid demostrar que el ritmo de expresién de sur-5, revelado indirectamente por
luminiscencia, cumple con las siguientes propiedades fundamentales de la ritmicidad
circadiana: oscila en condiciones constantes y con un periodo cercano a 24 h, por lo que es
un ritmo verdaderamente circadiano; es capaz de sincronizarse al ciclo dual de los Zeitgebers
y de mantener la fase bajo condiciones de FR, lo cual denota una verdadera capacidad de
entrenamiento del reloj; muestra compensacion por temperatura en el periodo; es capaz de
entrenar a ciclos T de distintas duracidn y finalmente, también puede ser entrenado a un
ciclo ambiental esqueleto, discontinuo. Hasta ahora, ninglin método desarrollado para
estudiar ritmos circadianos en C. elegans y en particular para medir expresion génica, habia
sido capaz de revelar todos los aspectos primordiales de la ritmicidad circadiana en este
poderoso organismo modelo.

Los experimentos de bioluminiscencia poblacionales fueron particularmente Utiles
para analizar todas estas propiedades circadianas y los efectos de mutaciones en
componentes de las vias de entrenamiento, que requieren varios dias de registro para
permitir un andlisis preciso y fiel de los datos. En este sentido, este tipo de ensayos serén
esenciales para futuros forward genetic screenings o estudios mediante ARN interferencia,
para el descubrimiento de los componentes moleculares del reloj central de C. elegans, aln
no dilucidados. Adicionalmente, los ensayos poblacionales pueden brindar mucha
informacion acerca de factores involucrados en la sincronizacion social y el efecto de
interacciones inter-individuos.

Por otro lado, los registros de nematodos individuales, sin bien resultaron mas
variables y requirieron un mayor nimero de réplicas, fueron de gran utilidad para analizar
diferencias de fases mostradas por el reloj de cada nematodo y mas importante, para

observar el efecto farmacolégico del inhibidor de CK1e/86 de una manera mucho mas precisa.
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Este tipo de estudios seran esenciales para medir respuestas mas finas a estimulos
ambientales o por ejemplo para estudiar el efecto de la falta de una Unica neurona (de las
302 que poseen los nematodos) en los circuitos neuronales sobre el reloj del nematodo, a
través de la ablacidn neuronal por laser.

Auln cuando se han hallado diversos genes homologos en C. elegans a otros genes
reloj de organismos modelos, el mecanismo central del reloj del nematodo aun se desconoce
y también las neuronas involucradas en generar estas oscilaciones. La expresion circadiana
de genes centrales del reloj muestra diferentes fases en diferentes tejidos y puede sufrir un
rapido decaimiento en ausencia de sefiales ambientales. Es posible que un enmascaramiento
debido a la presencia de tejidos no ciclicos, o tejidos con fases diferentes, sea en parte
responsable del hecho de que aln no se hayan descubierto ritmos en los ARN mensajeros de
los genes reloj candidatos, en ensayos a nivel de organismos completos. Adicionalmente,
muestras conteniendo un gran numero de nematodos por punto horario pueden llevar a
falsos negativos debido a un efecto de promediado de fases o a la pérdida de informacién
valiosa entre los diferentes puntos horarios. En este sentido, el enfoque basado en el
reportero luminiscente usado en este trabajo, que permite registrar ritmos en tiempo real y
en animales intactos, constituye un método mas sensible y confiable para revelar nuevos
mecanismos y regulaciones transcripcionales del reloj central del nematodo. Esto es
particularmente relevante en el caso de C. elegans, donde las salidas circadianas no parecen
ser particularmente robustas y hay una marcada variabilidad entre individuos (Kippert, et al.
2002; Simonetta y Golombek 2007; Herrero, et al. 2015; Winbush, et al. 2015). Seria muy
relevante, por ejemplo, aprovechar la emision de luz de los nematodos transgénicos para
Psur-5::luc::gfp para realizar videos en tiempo real mediante cdmaras CCD o equipos que
detecten fuorescencia in vivo, y poder analizar como son las oscilaciones de este gen en
términos temporo-espaciales, y si existe algin subgrupo particular de células donde se
genera dicha oscilacion. De esta manera, mediante el estudio de sur-5 o de otros genes de
interés, sera posible analizar en mayor detalle cuales son las dreas que estdn bajo regulacién
circadiana en el nematodo y aprovechar la gran cantidad de informacién disponible sobre el
sistema nervioso y la morfo-fiosiologia general de este organismo, para empezar a entender
las bases de estos comportamientos.

Conjuntamente con los esfuerzos por entender el reloj bioldgico de los nematodos,

ha habido un creciente interés en estudiar como este organismo ciego es capaz de percibir
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las sefales de luz, asi como las de temperatura. Brevemente, ambas vias de sefializacion
estan basadas en receptores de membrana acoplados a proteina G, que son capaces de
percibir luz o temperatura vy, al hacerlo, activan a una proteina G que transduce la sefial a
través de guanilato ciclasas especificas, aumentando los niveles de GMPc y activando
finalmente el canal dependiente de nucledtidos ciclicos TAX-4/TAX-2 (Kimura, et al. 2004;
Edwards, et al. 2008; Ramot, et al. 2008; Liu, et al. 2010) . Aunque los mecanismos detras de
la percepcion de la luz y temperatura se encuentran descriptos con cierta profundidad y los
componentes moleculares mas importantes de las cascadas han sido detallados, se conoce
muy poco acerca del rol de estas vias en la sincronizacién del reloj de los nematodos.

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan evidencia de que ambas, la luz
v la temperatura, en una combinacidn particular, son Zeitgebers sinérgicos, necesarios para
entrenar los ritmos robustos de luminiscencia observados para sur-5. En el ambiente natural
de C. elegans y, particularmente debajo de la tierra, el aumento de temperatura estd
retrasado en fase con respecto a la salida del sol, llegando a su maximo hacia el final de la
tarde (Monteith y Unsworth 2013). En este contexto, la proporcidon de horas con alta
temperatura estd concentrada hacia el final del dia, cuando la radiacién solar es minima
pero la tierra ha absorbido la mayor parte de ella. Esto podria explicar porqué la
combinacién de una temperatura baja con el comienzo del dia, en un ciclo LO/FC, es una
condiciéon mucho mas fuerte para entrenar al reloj de los nematodos.

Por otro lado, el reportero bioluminiscente permitié demostrar que las proteinas
LITE-1, GUR-3 y TAX-2 estan involucradas en las vias de sincronizacién fética y térmica del
oscilador central. El hecho de que los resultados no revelen una arritmicidad completa en las
poblaciones mutantes puede ser una consecuencia de la naturaleza puntual de las
mutaciones y también puede ser indicativo de que probablemente haya mas componentes
involucrados en las vias de entrenamiento, algo que tendra que ser estudiado mediante la
microinyeccién del reportero en nuevos backgrounds mutantes.

Una caracteristica destacable de contar con un sistema de luminiscencia para medir
ritmos de expresion en el nematodo, es la gran versatilidad de enfoques que se pueden
llevar a cabo en el futuro para abordar preguntas relacionadas con los mecanismos
subyacentes de biologia circadiana de este organismo, que antes no podian ser abordadas

por no contarse con una herramienta de estas caracteristicas para registrar ritmos:
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¢ La aplicacion mas directa - y quizas la mas inmediata - es la utilizacion de
otros promotores de genes de interés en el reportero y la generacion de lineas transgénicas
con las que sea posible estudiar la regulacién circadiana de la expresion de, por ejemplo,
genes como /in-42, aha-1 o tim-1 durante el estadio adulto.

¢ Un segundo enfoque que surge de los primeros experimentos es entender un
poco mas acerca del rol de kin-20 en el reloj del nematodo y su posible interaccion por
fosforilacién con LIN-42b/c, lo cual se podra llevar a cabo como se describié antes mediante
ensayos de ARNi para kin-20 o de sobreexpresion de este gen en nematodos que porten el
Psur-5::luc::gfp. Ademas, seran necesarios ensayos bioquimicos para probar esta interaccion
y la posible fosforilacion de alguna isoforma de LIN-42.

e Un tercer enfoque puede estar relacionado con un analisis inverso, utilizando
el reportero ritmico para tratar de descubrir componentes del reloj central que afecten de
manera indirecta el ritmo de salida de sur-5::luc::gfp. Para ello, se esta pensando en generar
lineas transgénicas que porten este mismo reportero pero en backgrounds mutantes de /in-
42, aha-1 o tim-1, algunos de los cuales son viables a pesar de tener retrasos de desarrollo.
Al respecto, como se dijo en capitulos anteriores, se podrian utilizar los mutantes /lin-
42({mg152) y lin-42(n1089), que muestran un periodo de actividad locomotora ligeramente
mas largo que nematodos wild-type (Simonetta, et al. 2009}, como punto de partida.

e Por otro lado, el reportero luminiscente también mostré ser muy Gtil para
revelar componentes involucrados en las vias de sincronizacidn del reloj, algo que requerira
futuras caracterizaciones para poder completarse. Como se describid durante el capitulo 3,
estamos especialmente interesados en comprender cdmo acttan los fotorreceptores LITE-1
y GUR-3 para coordinar la respuesta de las neuronas sensibles a luz, encontrar cuales son los
termorreceptores y entender como el ciclo dual de luz y temperatura genera un efecto
sinérgico en el entrenamiento. Para ello, sera necesario generar nuevas lineas transgénicas
con el reportero Psur-5::luc::gfp en nuevos mutantes disponibles o en cruzamientos de estos
mutantes.

e Muy ligado con lo anterior, y también de gran relevancia, es la caracterizacion
del circuito neuronal que esta involucrado en el sensado de los Zeitgebers, y en la
transmision de estos estimulos rio abajo, hasta llegar a las neuronas del oscilador central,
que luego provocan las respuestas circadianas que normalmente medimos en el laboratorio,

Al respecto, estamos pensando en dos estrategias para abordar este problema. La primera
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estd relacionada con la eliminacion de neuronas especificas mediante distintos métodos: 1)
ablacion laser, pero esta metodologia tiene la limitacidn de solo ser aplicable a ensayos de
un solo nematodo (Bargmann y Avery 1995); 2} utilizacion de caspasas humanas expresadas
bajo promotores especificos de distintos tipos neuronales, para generar la muerte
programada de estas neuronas por apoptosis y ver el efecto en el ritmo de luminiscencia
(Chelur y Chalfie 2007); 3) finalmente, algo mas reciente, es el silenciamiento neuronal
especifico en cualquier estadio larval, mediante la expresion de canales de cloruro sensibles
a histamina (HisCl1) provenientes de D. melanogaster, aunque esto nunca ha sido probado
para estudios crénicos (Pokala, et al. 2014). La segunda estrategia, complementaria, estd
relacionada con el rescate del fenotipo mutante de algunos de los componentes
caracterizados ya de estas vias, mediante su expresion localizada en cada uno de estos tipos
neuronales de interés, en nematodos knockouts para estos genes que ademas porten el
reportero controlado por sur-5.

e Otro aspecto que se quiere abordar es el tema de como la domesticacion por
los numerosos afos de repiques de la cepa N2 en el laboratorio han generado cambios a
nivel del genoma y han afectado los ritmos circadianos. Este aspecto es sumamente peculiar,
ya que C. elegans es un organismo casi exclusivamente de laboratorio, que se viene
cultivando en condiciones artificiales (muchas de las cuales no tienen un control ciclico de las
condiciones ambientales) desde hace mas de 10 afios. Numerosos estudios muestran que
aislamientos recientes de C. elegans son muy divergentes a nivel gendmico con respecto a la
cepa N2 proveniente del CGC (Koch, et al. 2000; Weber, et al. 2010; Vergara, et al. 2014) que
se utiliza normalmente, y se cuenta con informacion disponible de whole genome
sequencing de muchos de estos aislamientos. Seria interesante generar transgénicos con el
reportero Psur-5::luc::gfp en algunos de estos aislamientos recientes, para analizar posibles
cambios en el patrdn de oscilaciones en estos animales con variaciones genéticas. Asi se
podra estudiar, por ejemplo, si la variabilidad y la falta de robustez que se observa en
algunos comportamientos ritmicos del nematodo estan relacionadas con variaciones en
algunas secuencias.

e Finalmente, algo sumamente mas ambicioso y para desarrollar en un futuro
mas lejano, seria llevar a cabo un forward genetic screening, mediante una mutagénesis
generalizada por EMS de los nematodos transgénicos para Psur-5::luc::gfp y un screening por

luminiscencia de su progenie, seguido por whole genome sequencing. O bien, mediante un
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screening por RNAi en nematodos transgénicos para Psur-5:luc::gfp y analisis de
luminiscencia. Este tipo de estrategias ya se han aplicado con éxito en otros organismos para
encontrar nuevos componentes del reloj (Konopka y Benzer 1971; Vitaterna, et al. 1994;
Allada, et al. 1998; Siepka y Takahashi 2005; Matsuo, et al. 2008; Vollmers, et al. 2008;
Maier, et al, 2009; Zhang, et al. 2009; Kumar, et al. 2011).

En resumen, este trabajo revela nuevas caracteristicas del reloj circadiano de C
elegans y abre nuevas posibilidades para el descubrimiento de los genes centrales y de las
redes neuronales que conforman el reloj en este modelo, a través de screening genéticos.
Estos estudios ayudaran a proveer informacién fundamental sobre su aun desconocido reloj
molecular y contribuiran al entendimiento de los principios fundamentales de Ia

cronobiologia en éste y otros organismos.
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Anexo:

Ensayos preliminares del reportero
con promotores de otros genes de

interés

“What we call the beginning is often the end
and to make an end is to make a beginning.

The end is where we start from”.

— T.S. Elliot. Little Gidding, 1942
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Introduccion

Genes homdlogos del reloj central en C. elegans: lin-42 y aha-1

En animales wild-type, lin-42 restringe la diferenciacion de las células de la
hipodermis durante el desarrollo larval, en parte actuando como un regulador
transcripcional negativo de ciertos microARNSs, incluyendo a la familia let-6, que cumple un
rol importante en distintas vias heterocrdnicas (Jeon, et al. 1999; Pepper, et al. 2004,
Abbott, et al. 2005; Tennessen, et al. 2006; McCulloch y Rougvie 2014; Perales, et al. 2014).
También se ha descripto una funcién de lin-42 mediando respuestas a claves ambientales,
inhibiendo la formacion de la larva douer resistente a condiciones adversas (Tennessen, et
al. 2010). Adicionalmente, /in-42 esta involucrado en la regulacién del molting, coordinando
otras actividades del desarrollo hipodermal, y se ha descripto que la mutacién de ciertos
alelos causa una asincronia en este ciclo y fallas en la muda (Monsalve, et al. 2011). En este
sentido, se ha reportado que la expresion de lin-42a y lin-42b es ciclica durante el desarrollo,
mostrando picos de ARNm durante los cuatro moltings con un periodo cercano a las 8 h a
20°C (Jeon, et al. 1999; Hendriks, et al. 2014; Edelman, et al. 2016). Estas oscilaciones son
requeridas para generar moltings rapidos, ritmicos y eficientes y la sobreexpresion
constitutiva de lin-42a in animales wild-type genera moltings desregulados y letargia
(Monsalve, et al. 2011).

LIN-42 es un miembro particular de la via molecular heterocrdnica, ya que codifica
para el homdlogo de PERIOD de D. melanogaster y mamiferos (Jeon, et al. 1999; Tennessen,
et al. 2006; Romanowski, et al. 2014) y por lo tanto podria relacionarse con otro mecanismo
biolégico de regulacion temporal. Como se describiéd previamente, LIN-42 y PERIOD
comparten muchas regiones de homologia, incluyendo los dominios de interaccién proteica
PAS, y otros dominios mas pequefios (SYQ y LT) que han sido descriptos como necesarios
para la interaccién con proteinas circadianas, como CLOCK y la caseina quinasa 1 €, en
moscas y mamiferos (Chang y Reppert 2003; Lee, et al. 2004; Sun, et al. 2010). Sin embargo,
hasta ahora no se han encontrado ritmos circadianos en la expresion de /in-42 bajo ciclos de
luz/oscuridad o temperatura (van der Linden, et al. 2010; Olmedo, et al. 2012).

Interesantemente, mientras que PERIOD en otros organismos contiene ambos

dominios PAS y SYQ/LT dentro de la misma proteina, el locus de lin-42 es muy complejo, y
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codifica para 7 isoformas (a-g), incluyendo proteinas no solapadas que poseen estos
dominios por separado (Figura A.1). LIN-42B es la proteina mas larga y como se describio
previamente, la que presenta mayor homologia con PERIOD, conteniendo todos los
dominios conservados (Romanowski, et al. 2014). En contraste, LIN-42A y LIN-42C no estan
solapadas y se expresan desde distintos promotores (Tennessen, et al. 2010). Mientras que
LIN-42A contiene solo los dominios SYQ y LT, LIN-42C contiene solo los dominiaos PAS. Por lo
tanto, es posible que solo algunas de las isoformas cumplan una funcidon en el reloj
circadiano, y la existencia de estas formas no solapadas proveen la oportunidad de investigar
la funcién de los dominios PAS y SYQ/LT separadamente. Si bien es muy dificil poder analizar
de manera especifica la expresidn de las distintas isoformas mediante PCR en tiempo real, lo
cual puede ser una limitacion para estudios circadianos, analisis mediante RNA-seq
disponibles proveen una fuerte evidencia de la expresion de LIN-42A y B en el adulto, y
experimentos de amplificacion rapida de extremos de ADNc por RACE 3’ también revelan la
expresion de LIN-42C (Wormbase). Ademads, mutantes de desarrollo para alelos de /in-42 que
carecen del dominio PAS pueden ser rescatados con un fragmento gendmico que contiene la
unidad lin-42c, indicando que esta isoforma posee alguna funcién in vivo, pero este
fragmento es ineficiente para rescatar mutaciones en el dominio LT (Tennessen, et al. 2006).
En contraste, la expresion de lin-42a si puede rescatar mutaciones que afectan a lin-42a o
lin-42¢c, como en los mutantes n1089 y 0k2395 (Tennessen, et al. 2006; Monsalve, et al.
2011). Estos resultados sugieren que los dominios SYQ y LT son claves para las funciones de
LIN-42 en el desarrollo, mientras que las isoformas conteniendo el dominio PAS podrian
jugar otros papeles regulatorios, aun desconocidos, por ejemplo en el reloj circadiano.
Evidencia a favor de este argumento proviene de la observacion de que los mutantes n1089
gue contienen la delecién del dominio PAS, y el mg152, con un coddn de stop prematuro
predictivo que eliminaria la expresion de la mayor parte del dominio PAS, pero que aun
conservan LIN-42A intacta, muestran un fenotipo heterocrénico distinto del wild-type.
Ademads, como se describié en capitulos anteriores, un estudio realizado por nuestro
laboratorio mediante actividad locomotora bajo ciclos de luz-oscuridad de 12 h: 12 h, relevd
que los mutantes /in-42{mg152) vy lin-42(n1083) muestran un alargamiento del periodo con
respecto a nematodos wild-type (Simonetta, et al. 2009).

Recientemente, mediante la generacion de un alelo nulo de /in-42 que elimina las

tres isoformas, y por experimentos de complementacion con lin-42a, b y ¢ por separado, se
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demostré que todas las isoformas contribuyen a la regulacion del desarrollo y al control de
los moltings (Edelman, et al. 2016). Este mutante podria ser gran utilidad para poder
estudiar en mayor profundidad la funcion de lin-42 y desglosar el rol de cada una de las

isoformas en el reloj circadiano del nematodo.
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Figura A.1| Isoformas de lin-42 y perfiles de expresiéon durante el desarrollo. A| Organizacion del
locus de lin-42 y unidades transcripcionales. La linea con las flechas en los extremos representa el
ADN gendmico del locus de lin-42, invertido de Wormbase. Abajo se muestran las tres unidades
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transcripcionales codificas por lin-42, donde las cajas negras representas exones y las lineas los
intrones: lin-42a, lin-42b vy lin-42c. lin-42a y ¢ no estan solapadas y se expresan de promotores
distintos. Se indican ademads los dominios PAS, SYQ y LT y los sitios de mutacién puntual de mg152 y
vl1. B| Mutantes de delecién de lin-42 (las deleciones se muestran entre corchetes). El mutante
n1089 presenta la mayor parte del dominio PAS delecionado y el 0k2395 carece de los dominios SYQ
y LT. C| El mutante nulo ox461 presenta una delecion completa de la secuencia codificante de lin-42
y en su lugar posee el constructo Punc-122::gfp y el unc-119 (+) de C. briggsae. Se indican ademas los
brazos de homologia utilizados para la recombinacién homaloga. D| El esquema superior muestra
una representacion tomada de Wormbase del patron de expresion de una fusion Plin-42bc::gfp en el
adulto, el cual ha sido observado en faringe, seam cells (linea central roja que recorre todo el
cuerpo), y células laterales hipodérmicas a lo largo de todo el cuerpo, en la cabeza y en la cola (Jeon,
et al. 1999). Esta expresion es detectable desde estadios de desarrollo tardios hasta la adultez. Abajo,
se muestra un experimento de PCR en tiempo real a lo largo del desarrollo que muestran como
varian los niveles de lin-42a (rojo), lin-42b (verde) y lin-42c (violeta), relativos a la expresion de mlt-
10, en animales wild-type. Los primers utilizados se muestran en A con el mismo codigo de colores.
Para lin-42a y lin-42b se amplificé un intron que es retenido en el ARNm maduro y los primers son
especificos solo para estas isoformas, mientras que los primers para lin-42c también amplican a la
isoforma b. Imagen adaptada de Edelman, et al. 2016.

AHA-1 es la Gnica proteina de C. elegans que posee todos los dominios conservados y
muestra una alta homologia con los elementos positivos del loop central del reloj, CLOCK y
CYCLE en D. melanogaster y CLOCK y BMAL1 en mamiferos (Romanowski, et al. 2014). AHA-1
posee 2 dominios PAS, un dominio bHLH, un dominio de translocacién nuclear y un dominio
denominado CIRCADIAN PROTEIN CLOCK/ARNT/BMAL/PAS, entre otros (Romanowski, et al.
2014). AHA-1 codifica para una proteina de 453 aminoacidos, que es capaz de formar
heterodimeros con otras proteinas PAS como AHR-1, HIF-1 y CKY-1, y se hipotetiza que
también homodimeros, para estimular la transcripcion de muchos genes targets (Powell-
Coffman, et al. 1998; Ooe, et al. 2007). Este también es el caso de CLOCK/ CYCLE en moscas y
CLOCK/BMAL1 en mamiferos, donde los dimeros activan la transcripcion de los elementos
negativos del reloj y otros genes controlados por el reloj. Tal como en el caso de lin-42, el
ARNm de aha-I no muestra oscilaciones circadianas bajo ciclos de luz/oscuridad o
temperatura (van der Linden, et al. 2010).

Se ha reportado que el factor inducible por hipoxia, un complejo de transcripcién
heterodimérico, regula las respuestas celulares y sistémicas a bajos niveles de oxigeno
durante el desarrollo en C. elegans, de una manera conservada a la de mamiferos. Este
complejo estd formado por HIF-1 y AHA-1, homdlogos a las subunidades a y B del factor
inducible por hipoxia (HIF) de mamiferos, respectivamente (Jiang, et al. 2001). La expresidn

de hif-1 es inducida por hipoxia e inhibida en condiciones contrarias, y tanto hif-1 como aha-
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1 se expresan en la mayoria de las células y sus productos pueden ser inmunoprecipitados.
Adicionalmente, se ha reportado que HIF-1 y AHA-1 interaccionan en el citoplasma y esto
lleva a translocacion nuclear del complejo, el cual funcionar como factor de transcripcion
para inducir la expresién de todos los genes de la via de respuesta a hipoxia en el nematodo.

En el desarrollo, los genes ahr-1 y aha-1, codificantes para AHR-1 y AHA-1, son
requeridos para dirigir la diferenciacion de neuronas especificas. El reportero ahr-1::gfp se
expresa en un subgrupo de neuronas, y animales mutantes para este gen muestran defectos
especificos en la diferenciacion neuronal, cambios en la expresion génica, migraciones
celulares, conformaciones de exones y otros procesos neuronales aberrantes. En particular,
se ha reportado que el heterodimero AHR-1::AHA-1 controla el desarrollo y la migracion
dorsal de la interneurona SDQR sensible al 0, controlando la expresion de una serie de
genes involucrados en esta via (Qin y Powell-Coffman 2004). Por otro lado, también se ha
reportado que la identificacidn celular y la conectividad precisa entre la interneurona BDU y
la neurona mecano-receptora PLM en C. elegans estd regulada por una via Wnt, en un
mecanismo donde el factor de transcripcion AHA-1 funciona en ambas neuronas para inducir
la expresion del gen codificante para el receptor transmembrana CAM-1. CAM-1 presente en
BDU y PLM funciona como un antagonista de Wnt, conectando de esta manera la regulacion
transcripcional de AHA-1 con la modulacidn de la via de sefializacidon Wnt (Zhang, et al.

2013).

Paha-1::GFP

Figura A.2| Patrén de expresion de una fusion traduccional AHA-1::GFP en el adulto. H| Imagen de
microscopia confocal de un adulto conteniendo la fusién traduccional, donde se muestra la expresion
de aha-1 en muchas células del nematodo, incluyendo hipodermis, células intestinales, faringe, y
neuronas ASE, PLM, BDU, entre otras. Barra de escala, 100 um. J|Paha-1::AHA-1::GFP se localiza en
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el nucleo. Las flechas indican el soma de las interneuronas BDU. Barra de escala, 10 pm. Imagen
tomada de Zhang, et al. 2013.

Ritmos redox en C. elegans: regulacion circadiana de las catalasas

Como se describié durante la introduccion general, C. elegans presenta ritmos de
tolerancia a estrés osmotico (CINa) y oxidativo (H,0,), con maximos de tolerancia a ZT12 y
ZT0 respectivamente (Simonetta, et al. 2008). El estrés oxidativo, particularmente, estd
intimamente relacionado con el concepto de estado redox, ya que este tipo de estrés puede
alterar el balance de oxidorreduccion de las células, afectando directamente al metabolismo
celular. En este sentido, existen diferentes enzimas y sistemas enzimaticos que regulan el
ambiente redox celular (Sies 1997). Uno de estos sistemas es que estda encargado de
detoxificar el anidn superoxido generado por el metabolismo oxidativo, el cual es primero
transformado en peroxido de hidrogeno por la enzima superdxido dismutasa, y este

producto en agua por la enzima catalasa y/o diferentes peroxirredoxinas (Figura A.3).

Superoxido
dismutasa Catalasa
= o1 NIl )
Oxigeno lon superoxido Peréxido de hidrégeno Agua
Metabolismo
celular

Figura A.3| Sistema enzimatico de detoxificacion SOD-CAT. En este sistema, el ion superdxido es
reducido a H,0 a través de una serie de reacciones enzimaticas que involucran a la superodxido
dismutasa (SOD) y a la enzima catalasa (CAT). El Gltimo paso de la reaccidn puede también ser
catalizado por peroxirredoxinas (PRX).

El ambiente redox tiene un impacto de gran magnitud en la fisiologia de los
organismos desde el punto de vista de las consecuencias de la generacion de ROS. El sistema
circadiano le permite a los organismos anticipar cambios en su tasa metabdlica y de esta
manera emplear recursos energéticos, enzimas antioxidantes, scavengers de radicales libres
(moléculas capaces de bloquear o neutralizar la accion de los radicales libres), etc. en el
momento adecuado para maximizar la efectividad. Como se describid previamente, las tasas

metabolicas fluctian de manera circadiana en practicamente todos los organismos
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estudiados. Esto se relaciona con la actividad y el nivel de expresion de ARNm de diferentes
enzimas clave, asi como de la respiracion mitocondrial.

C. elegans posee 3 genes de catalasas, 5 superoxido dismutasas y 3 peroxirredoxinas.
En experimentos recientes realizados en el laboratorio y aun no publicados, se encontré que
la actividad enzimatica de la enzima catalasa muestra una regulacién circadiana bajo ciclos
de luz/oscuridad, con un maximo de actividad durante la fase de luz a ZT9, el cual tiende a
mantenerse en condiciones constantes en el mismo horario. Una regulacion similar en la
actividad de las catalasas ha sido descripto en muchos otros organismos tales como
mamiferos (Agapito, et al. 1999; Coto-Montes, et al. 2001; Hardeland, et al. 2003),
Drosophila melanogaster (Hardeland, et al. 2003) y el pez cebra, Danio rerio (Hirayama, et al.
2007). En C. elegans, se ha reportado que solo la transcripcion de ct/-3 es ritmica bajo ciclos
de LO mediante un estudio por microarrays (van der Linden, et al. 2010). Catalasa 3 es la
menos estudiada de las tres enzimas antioxidantes en el nematodo, y solo se ha descripto
que CTL-1y CTL-2 exhiben ambas actividad catalasa in vitro y contribuyen al control del fife-
span en la via de insulina mediada por DAF-2 (Taub, et al. 1999; Murphy, et al. 2003; Petriv y
Rachubinski 2004). Ademas, CTL-2 es requerida para el desarrollo, para la puesta de huevos
(Petriv y Rachubinski 2004) y para la morfologia normal de los peroxisomas, siendo su
expresion predominantemente peroxisomal en las células epiteliales del intestino (Togo, et
al. 2000), mientras que CTL-1 se expresaria solo en el citosol de otras células (Taub, et al.
1999). En cuanto a CTL-3, existe un Unico reporte en el cual se muestra que una fusion
transcripcional Pctl-3::gfp (conteniendo 657 pb rio arriba del ATG de CTL-3) se expresa en
células musculares de la faringe y somas de algunas neuronas (Petriv y Rachubinski 2004),
con lo cual podria tener funciones muy distintas de las que involucran a las otras dos
catalasas (Figura A.4).

La importancia de encontrar ritmos en la actividad de esta enzima en el nematodo
radica en su funcién en la detoxificacién del H,0,, una molécula que ha sido descripta como
segundo mensajero en lo que se denominan cascadas de sefializacidn redox (Forman, et al.
2010). Variaciones en la actividad enzimatica podrian entonces estar ajustando los niveles de
respuesta de estas cascadas de sefializacidn o bien estar actuando simplemente en un efecto
clasico como detoxificador de ROS. Como evidencias preliminares en el primer sentido,
recientemente se encontrd en el laboratorio que un cepa denominada GA800 que

sobreexpresa las catalasas ct/-1, ctl-2 y ctl-3, es significativamente mejor que la wild-type
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para sincronizar y entrenar a ciclos de LO (datos nos publicados). Esto podria indicar que el
H,0; estaria de alguna manera regulando al reloj central. Ademas, es interesante volver a
mencionar que tanto LITE-1 como GUR-3, los fotorreceptores del nematodo, son capaces de
sensar distintas especies de ROS, y GUR-3 muestra una alta afinidad por H,0, (Bhatla y
Horvitz 2015). Por otro lado, en cuanto a la funcidn detoxificadora de las catalasas, esto
podria estar relacionado con variaciones en la capacidad de tolerar estrés oxidativo
proveniente del metabolismo celular o, del medio ambiente donde habitan los nematodos,

lo cual ha sido previamente reportado en nuestro laboratorio (Simonetta, et al. 2008).

A ctl-3 (-1521) ctl-1 (-1821) ctl-2

(-167) (0) (5609 (2890) (097) (-157) (0) (303) (2633) (-097) [(-157) (0) (303) (2364)

B Figura A.4| Catalasas de C. elegans. A|
~ g Organizacion de los locus ct/ y unidades

' _ transcripcionales. Se muestran los tres genes que
codifican para catalasas, donde las cajas celestes
representas exones y las lineas los intrones: ctl-3,

ctl-1 y ctl-2. Cada catalasa posee su propio

Actividad Catalasa Total promotor y region 3'UTR. Imagen adaptada de
Petriv y Rachubinski, 2004. B| Representacién
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G — ‘ti 5
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240 expresion de una fusion Pctl-3::gfp en el adulto,

200+ el cual ha sido observado células musculares de

la faringe (color verde en la cabeza) y somas de
algunas neuronas (lineas rosas y violetas que
recorren todo el cuerpo) (Petriv y Rachubinski

160
120

U CAT/ mg de proteinas totales

80+ 2004). Esta expresion es detectable desde

40- estadios de desarrollo tardios hasta la adultez. C|

0 Regulacion circadiana de la actividad catalasa
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total en nematodos adultos sincronizados a un
N kD@D A NN DO A D

A ‘C\C‘ PO THNINS ciclo de luz-oscuridad de 12 h: 12 h. Cada punto

Punto horario muestra el promedio de 6  réplicas

réplicas bioldgicas independientes de una poblacion de nematodos adultos. * P <0,05; ANOVA de

una via, seguido de un test de comparaciones de Dunnet (grupo control: ZT1) (datos no publicados).
En otros organismos también existen evidencias que apoyan ambas funciones de las
catalasas. Por ejemplo, se descripto un rol para el H,0; en el mecanismo de sincronizacion
por luz del reloj bioldgico del pez Danio rerio (Hirayama, et al. 2007), donde un pulso de H,0,
es capaz de inducir la oscilacion circadiana de genes reloj en la linea de cultivo celular Z3. Por

otro lado, en este pez la actividad de la enzima catalasa es dependiente de la luz, con un

maximo en la transicion dia-noche y actia como un regulador negativo de la sefializacion por
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H;0; al reloj (Hirayama, et al. 2007; Uchida, et al. 2010). Asimismo, estudios en diversos
organismos modelo revelaron que el H,0; es capaz de alterar los patrones de expresiony la
fase de genes reloj, modulando y por ende sincronizando al reloj bioldgico (Qian, et al. 2012;
Tamaru, et al. 2013; Tahara, et al. 2016). Ademds, esta interaccién es bidireccional, ya que
como se dijo previamente, muchos genes reloj modulan la homeostasis de ROS a través del
control de la expresion de enzimas que estan involucrados en estas vias y la respuesta frente

a estrés oxidativo (Krishnan, et al. 2008; Lai, et al. 2012).

Neuropéptidos regulados por el reloj: el caso de NLP-36

En un estudio realizado por cromatografia liquida en dos dimensiones vy
espectrometria de masas, se descubrieron hace algunos afios atras alrededor de 60 péptidos
pequefios y proteinas pequefias tipo neuropéptidos en C. elegans cuya funcién en muchos
casos es desconocida aln en la actualidad (Husson, et al. 2005). Algunos de los péptidos
identificados muestran una gran similitud de secuencias con neuropéptidos de otros
invertebrados, indicando que estas moléculas podrian cumplir funciones evolutivamente
conservadas.

Uno de los péptidos recientemente identificados en C. elegans fue PDF (pigment-
dispersing factor). En D. melanogaster, pdf se expresa en las neuronas laterales ventrales
pequefias (s-LNv) que forman parte del reloj central (Chang 2006; Nitabach y Taghert 2008) y
su expresion es requerida para mantener adecuadamente los ritmos de actividad
locomotora (Renn, et al. 1999) y el acoplamiento entre las neuronas del oscilador central
(Peng, et al. 2003; Lin, et al. 2004). En C. elegans, existen dos genes codificantes para PDF
(pdf-1 y pdf-2) (Janssen, et al. 2009), similarmente a lo encontrado en el sistema PDH de
crustaceos (Meelkop, et al. 2012a) y cuyos productos interaccionan con versiones de
receptores especificos para PDF que se generan mediante splicing alternativo (Janssen, et al.
2008). Ademas de jugar un rol en la reproduccion del macho (Barrios, et al. 2012), en la
regulacion de la locomocién y en la puesta de huevos (Meelkop, et al. 2012b),
recientemente nuestro grupo ha relevado que PDF-1 también cumple una funcién
conservada como en la mosca, modulando la generacién y la sincronizacién de los ritmos de

actividad locomotora bajo ciclos de luz-oscuridad (Herrero, et al. 2015).
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En el estudio transcriptémico circadiano realizado bajo ciclos de LO y de FC
mencionado previamente, van der Linden et al reportaron que el pequefio neuropéptido
NLP-36 (SMVARQIPQTVVADH) exhibe oscilaciones solo bajo ciclos de 10 grados de delta de
temperatura (15-25°C), las cuales se mantienen bajo condiciones constantes (van der Linden,
et al. 2010). Ademads, los autores monitorearon la expresiéon de nlp-36 in vivo mediante un
reportero Pnlp-36::gfp::pest bajo ciclos de FC y CF, y encontraron que el gen mostraba una
regulacién circadiana de la expresion génica mediante la cuantificacidn de los niveles de
fluorescencia por microscopia. Estos ritmos se mantenian por al menos dos dias bajo
condiciones de temperatura constante, pero mostraban cierta caida en la amplitud. Ademas,
en nematodos crecidos bajo FC (15-25°C) y liberados en condiciones constantes de 25°C, la
fase de estas oscilaciones puede ser alterada por un pulso de temperatura fria de 6 h,
generando un retraso de fase, indicando que la regulacién de nlp-36 por temperatura esta
bajo control del reloj central (van der Linden, et al. 2010). Ademas, la expresion ritmica de
nip-36 por temperatura en el intestino de los nematodos se ve significativamente afectada
en mutantes de tax-2, durante condiciones de entrenamiento y de free running. Finalmente,
la oscilacion de nlp-36 en ciclos de temperatura pierde significativamente la amplitud
cuando la neurona AFD, que juega un rol principal en el sensado de este estimulo, es
eliminada mediante la expresidon de caspasas bajo el promotor especifico gcy-8 (van der
Linden, et al. 2010) (Figura A.5). Mas alla de esta caracterizacion circadiana, la funcion

bioldgica de NLP-36 en C. elegans es totalmente desconocida.
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A| Patrdon de expresion de gfp en animales adultos con el constructo Pnlp-36::gfp::pest (el promotor
contiene 3,5 Kb rio arriba del TSS del gen) bajo condiciones de entrenamiento (FC, 15-25°C) y free
running (CC, 25°C). Se observé expresion del gen en intestino y otras células no identificadas de la
cabeza y de |a cola en animales adultos. Magnificacion de 100X. B| Perfil de expresidn del ARNm de
nlp-36, obtenido mediante extraccion de ARN de poblaciones de gusanos y analizado mediante
microarrays, en un ciclo invertido bajo condiciones de entrenamiento (CF, 25-15°C) y free running
(FF, 15°C). La barra roja representa la fase caliente (25°C), la azul la fase fria (15°C) y la celeste
corresponde a la fase caliente subjetiva. C| Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia del
intestino (UA, unidades arbitrarias) bajo el mismo ciclo 15/25°C mostrado en A, pero en animales
wild-type o mutantes de tax-2(p671). D| Ritmo de expresian del reportero controlado por nip-36
bajo condiciones de entrenamiento (FC, 15-25°C) y free running (CC, 25°C), de animales wild-type o
con la neurona AFD genéticamente ablacionada. Imagen adaptada de van der Linden, et al. 2010.
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El objetivo final de contar con un reportero que permite medir expresion génica in
vivo es estudiar genes involucrados con el reloj circadiano de C. elegans, que nos permitan
revelar, de manera directa o indirecta, nuevos componentes del reloj y llegar a descifrar la
base molecular del oscilador enddgeno de este organismo. Hasta ahora, se ha enfocado el
trabajo a estudiar en detalle el ritmo controlado por sur-5, un gen que resulté de gran
utilidad para analizar ademéas muchas de las propiedades fundamentales del reloj de C
elegans. En este capitulo, el foco de atencion estard puesto en el estudio de la regulacion
transcripcional de otros genes, utilizando como punto de partida un ciclo clasico de luz y
oscuridad. Para ello, se generaran por microinyeccidon lineas transgénicas estables de
nematodos bioluminiscentes bajo el control de los promotores de lin-42bc, aha-1, ctl-3 y nlp-
36. lin-42 es el gen candidato a ocupar el rol de PERIOD en el reloj de C. elegans y sera
esencial para ello analizar en detalle qué sucede con la expresion de éste gen bajo distintas
condiciones ambientales, y comprender como estan regulados el reloj circadiano y el
desarrollo. Una situacién similar es la que se presenta con aha-1, que actua como factor de
transcripcién en distintas vias pero del cual se conoce aiin menos de su posible funcién en el
reloj. ctl-3 es un gen de especial interés para nuestro grupo para continuar nuestra linea de
investigacion fundacional sobre la interaccidn entre el estado redox y el reloj, y es muy
prometedor como transcripto ciclico bajo LO por datos preliminares del laboratorio y otros
datos publicados. Finalmente, el neuropéptido NLP-36, es un candidato ideal para ser
analizado en mas detalle por el sistema luminiscente, porque la funcién bioldgica del mismo
es desconocida en el nematodo y porque se ha demostrado que esta regulado solo por
temperatura, con lo cual no se deberia ver una oscilacién bajo un ciclo de LO y puede ser una

herramienta importante para desglosar |a sincronizacion por ambaos estimulos.
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Materiales y Métodos

Cepa de nematodos

En esta seccion del trabajo se utilizaron nematodos pertenecientes a la cepa N2
(wild-type), adquiridos del Caenorhabditis Genetics Center (Universidad de Minnesota,

Estados Unidos, http://cbs.umn.edu/cgc/home).

Constructos moleculares

Las secuencias correspondientes a las regiones promotoras de los genes de interés se
obtuvieron mediante la herramienta ParaSite Biomart de Wormbase, con |la base de datos
WS190. Se seleccionaron 3000 pb (o variantes si la estrategia de clonado asi lo requeria) rio
arriba del TSS conteniendo cada region promotora y estas secuencias se utilizaron para el

disefio de los primers correspondientes in silico.

Construccion de Plin-42::luc::gfp

e Se amplificaron 3087 pb rio arriba del TSS del gen de /in-42 conteniendo la regién
promotora directamente a partir de ADN gendmico de C. elegans adultos en una primer
reaccion de PCR. En una segunda reaccion, se afiadieron los sitios de restriccion para Pstl y
BamHI y este fragmento fue clonado en pGEMT. Posteriormente, se ligé el promotor de
digerido con estas enzimas con el backbone pPD158.87-luc::gfp de 5629 pb, sin el promotor
de sur-5. Esto dio como resultado el constructo pPD158.87::Plin-42::luc::gfp. Los primers
utilizados para la PCR fueron:

Forward lin-42: 5'- AGAGATAGAGAGCGTCGGAGG-3’

Reverse lin-42: 5'- TTGGCTGATGGTGCCACGTTC-3’

Forward lin-42-Pstl: 5’- AAAACTGCAGCCAGAGATAGAGAGCGTCGGAGG-3'

Reverse lin-42-BamHI: 5’- CGCGGATCCTTGGCTGATGGTGCCACGTTC-3’
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Construccién de Paha-1::luc::gfp

e Se amplificaron 3000 pb rio arriba del TSS del gen de agha-1 conteniendo la region
promotora directamente a partir de ADN gendmico de C. elegans adultos en una primer
reaccién de PCR. En una segunda reaccién, se afiadieron los sitios de restriccidn para EcoRV y
BamHlI y este fragmento fue clonado en pGEMT. Posteriormente, se digirio el backbone de
Psur-5::luc::gfp con Pstl y BamHI, para liberar el promotor de sur-5, y se utilizd el fragmento
Klenow para llevar a romo el extremo de Pstl. Finalmente, se ligé el backbone pPD158.87-
luc::gfp de 5629 pb con el promotor de aha-1 digerido con EcoRV y BamHlI. Esto dio como
resultado el constructo pPD158.87::Paha-1::luc::gfp. Los primers utilizados para la PCR
fueron:

Forward aha-1: 5'- GCGCATAATGCCTCAGTACA-3’

Reverse aha-1: 5'- TCTGAAAACTATAAAGAAAAG-3’

Forward aha-1-EcoRV: 5’- CATGATGATATCGCGCATAATGCCTCAGTACA-3’

Reverse aha-1-BamHI: 5'- CGCGGATCCTCTGAAAACTATAAAGAAAAG-3’

Construccion de Pctl-3::luc::gfp

e Se amplificaron 1926 pb rio arriba del TSS del gen de ct/-3 conteniendo la regidn
promotora directamente a partir de ADN gendmico de C. elegans adultos en una primer
reaccion de PCR. En una segunda reaccion, se afiadieron los sitios de restriccién para Pstl y
Xbal y este fragmento fue clonado en pGEMT. Posteriormente, se ligd el promotor de
digerido con estas enzimas con el backbone pPD158.87-luc::gfp de 5635 pb, sin el promotor
de sur-5. Esto dio como resultado el constructo pPD158.87::Pctl-3::luc::gfp. Los primers
utilizados para la PCR fueron:

Forward ctl-3: 5'- ATGGAATCCAGCTGACGG-3’

Reverse ctl-3: 5'- TTGAAGATTTACTGTTGAATTTC-3’

Forward ct/-3-Pstl: 5'- AAAACTGCAGCCATGGAATCCAGCTGACGG-3’

Reverse ctl-3-Xbal: 5'- CTAGTCTAGATTGAAGATTTACTGTTGAATTTC-3’

Construccion de Pnlp-36::luc::gfp

e Se amplificaron 3048 pb rio arriba del TSS del gen de nip-36 conteniendo la region
promotora directamente a partir de ADN gendmico de C. elegans adultos en una primer

reaccién de PCR. En una segunda reaccion, se afiadieron los sitios de restricciéon para Pstl y

239



Anexo

Xbal y este fragmento fue clonado en pGEMT. Posteriormente, se ligd el promotor de
digerido con estas enzimas con el backbone pPD158.87-/uc::gfp de 5635 pb, sin el promotor
de sur-5. Esto dio como resultado el constructo pPD158.87::Pnlp-36::luc::gfp. Los primers
utilizados para la PCR fueron:

Forward nlp-36: 5'- TTCTGGTTGTAGGCAAGCAAT-3'

Reverse nlp-36: 5'- GGAAATGTGGGAGATGTTGAA-3’

Forward nlp-36-Pstl: 5'- AAAACTGCAGCCTTCTGGTTGTAGGCAAGCAAT-3’

Reverse nlp-36-Xbal: 5'- CTAGTCTAGAGGAAATGTGGGAGATGTTGAA-3’

Todos los primers utilizados fueron disefiados con el software online primer3 PLUS
(http://primer3plus.com/) y sintetizados en Thermo Fisher Scientific (Estados Unidos) o en
Genbiotech SRL (Argentina) y en todos los casos, las secuencias de los constructos fueron
validadas por secuenciacion por la técnica de Sanger en Macrogen (Corea). Todos los disefios
de las estrategias para los clonados y las evaluaciones de las secuenciaciones se realizaron

mediante el software CloneManager7 (Scientific & Educational Software, Estados Unidos).

Reacciones de PCR a punto final

Las reacciones de PCR fueron realizadas utilizando un termociclador MasterCycler
(Eppendorf, Alemania). Todas las secuencias codificantes para las distintas proteinas se
amplificaron utilizando Platinum Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos) o Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, Estados Unidos). El programa de PCR
utilizado fue de 2 minutos a 92°C y 35 ciclos de: 30 segundos a 92°C, 30 segundos a 55-65°C
dependiendo de la temperatura de melting de cada primer, extension especifica para cada

fragmento a 72°C y una extension final de 5 minutos a 72°C.

Electroforesis desnaturalizante, revelado y aislamiento de acidos nucleicos

Tanto las reacciones de PCR como las digestiones fueron corroboradas mediante
electroforesis preparativa en geles de agarosa 0.8% (Genbiotech, Argentina), utilizando para
la corrida buffer TAE 1X (Stock TAE 50X: Tris-Acetato 2 M, EDTA 0,05 M; Sigma-Aldrich,

Estados Unidos) y como marcador de peso molecular Ladder 1kb plus y 250 bp (Thermo
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Fisher Scientific, Estados Unidos). La tincién de acidos nucleicos se realizé con GelRed 0,5X
(Biotium stock 10000X, Estados Unidos), se analizé en un transiluminador UV (DyNA Light,
Labnet International, Estados Unidos) y la imagen fue digitalizada mediante el programa
Kodak Digital Images (Kodak, Estados Unidos).

La purificacion de acidos nucleicos lineales a partir de los geles de agarosa se llevé a
cabo mediante la utilizacién del kit comercial HiYieldTMGel/PCR DNA Mini Kit (Real Biotech
Corporation, Estados Unidos) y la purificacion de los plasmidos se realizdé mediante el kit de
miniprep illustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, Estados Unidos), siguiendo en
ambos casos los protocolos detallados por los proveedores. Todos los acidos nucleicos
fueron cuantificados por espectroscopia mediante Nanodrop (Thermo Scientific, Estados
Unidos).

Todos los fragmentos amplificados mediante PCR fueron clonados primero mediante
el kit pGEM-T Easy Vector (Promega, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del
proveedor. El resto de los constructos antes descriptos fueron generados mediante
ligaciones estdndares, utilizando la enzima T4 DNA Ligase con su respectivo buffer de
reaccion segun las especificaciones del proveedor (Thermo Scientific, Estados Unidos). Los
calculos de relacién de cantidad de masa de inserto/vector se realizaron mediante la
herramienta BioMath Calculators disponible en la web (Promega, Estados Unidos). Todos los
plasmidos resultantes fueron transformados en cepas de E. coli topl0 electrocompetentes

preparadas y transformadas mediante el protocolo estandar (Green y Sambrook 2012).

Generacion de los animales transgénicos mediante microinyeccion

Los constructos fueron inyectados a una concentracion de 100 ng/pl, con los
marcadores pRF4 (rol-6(sul006)) o PBX (100 ng/ul) para el caso de Plin-42::luc::gfp, en la
cepa N2 (wild-type). Todos los ensayos de luminiscencia fueron realizados con cepas

transgénicas con los arreglos extracromosomales.

Microscopia de fluorescencia

Las imagenes de fluorescencia se realizaron montando nematodos de diferentes

estadios seleccionados bajo una lupa de microscopia SMZ100 (Nikon, Estados Unidos) en
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pads de agarosa al 5% sobre portaobjetos. Los nematodos se inmovilizaron con 20 pl de
Azida 50 mM (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y con un cubreobjetos. El patrén de expresidn
de cada constructo fue analizado mediante un microscopio Axio Scope.Al (Zeiss, Alemania)
equipado con una fuente de luz X-Cite 120Q (EXFO, Canadd) y una cdmara Axiocam 506

mono (Zeiss, Alemania).

Ensayos de PCR en tiempo real

Poblaciones sincronizadas de nematodos N2 fueron crecidas bajo el ciclo de 24 h LO
12 h: 12 h (0/400 lux; ZTO, luz ON) por 48 h. Si bien no fue programado un ciclo de
temperatura, con estas condiciones la incubadora utilizada tenia una variacién de medio
grado de temperatura, mayor durante la fase de oscuridad. Las larvas L4 de las placas de
NGM fueron colectadas comenzando a ZT3, lavadas para eliminar restos de bacterias y
transferidas a nuevas placas de NGM rico con FuDR para evitar la eclosién de los huevos. Los
nematodos fueron luego entrenados bajo el mismo ciclo durante 3 dias y luego fueron
dejados en condiciones constantes (oscuridad, 20°C°C) por dos dias mas. Cuatro muestras
bioldgicas independientes (n = 4) de 4000 adultos cada una fueron colectadas cada 4 h,
comenzando a ZT1 bajo el ciclo LO/FC durante el ultimo dia de entrenamiento y durante
free-running. Los nematodos fueron levantadas de las placas, lavados dos veces con M9 para
eliminar restos de bacterias y congelados a -80°C en Trizol (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos). El ARN total fue extraido de las muestras mediante el método de Trizol de acuerdo
a instrucciones del proveedor. 3 pg de ARN total fueron tratados con DNAse | amplification
grade (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) y utilizados para realizar la sintesis de ADNc
utilizado la SuperScript Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos)
con primers poli-T (20 pb de largo, Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). La PCR en
tiempo real fue realizada con SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Estados
Unidos) utilizando un StepOne Real-Time PCR thermal cycler (Applied Biosystems, Estados
Unidos) siguiendo instrucciones del proveedor. La mix para StepOne (19pl) fue agregada a
cada uno de los 48 pocillos de una placa de PCR y 1 pl de ADNc fue afiadido como molde de
la PCR. El programa de PCR fue 10 minutos a 952C, 40 ciclos de 15 segundos a 959C y 60

segundos a 602C (medida unica de fluorescencia), seguido de un analisis de curva de melting
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(60-95°C con una tasa de calentamiento de 0,32C por segundo y medicion continua de
fluorescencia).

Los resultados fueron normalizados a los niveles de ARNm de tres genes de
referencia constitutivos: cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 (Hoogewijs, et al. 2008). Los primers

utilizados para amplificar cada gen fueron:

Blanco  Secuencia Primer Directo Secuencia Primer Reverso Descripcion

Ortdlogo del ARNT o
factor inducible por
aha-1 GTTCGTGTTTCGGAAGATGG TTCTCATCTGCTGGATGTGC hipoxia HIF-1B y
homdlogo a
CLOCK/BMAL1/CYCLE.
Homdlogo a PERIOD.
lin-42bc CCGAAAAATGGAGCTAGTCG  CGAAAGTCTTCGCCATAACC Funciones
heterocrdnicas.
Catalasa 3, funcion
redox.
Proteina tipo
nip-36 TGCTGATTACTTGGGAGCAC GACCAAGCTTCATGTCGATG neuropéptido.
Funcién desconocida.
Y45F10D.4 GTCGCTTCAAATCAGTTCAGC GTTCTTGTCAAGTGATCCGACA gen de referencia
pmp-3 GTTCCCGTGTTCATCACTCAT  ACACCGTCGAGAAGCTGTAGA gen de referencia

cdc-42 CTGCTGGACAGGAAGATTACG CTCGGACATTCTCGAATGAAG gen de referencia

ctl-1+3 CGTTGGGAATTTGGCTAGTG  TTCTTCTGGCAGAGCTGATG

Las secuencias completas de los genes blancos fueron extraidas de WormBase
(Version WS190) y los primers fueron disefiados con el software Primer 3 Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) 'y cotejados para
especificidad utilizando NCBI BLAST (Blastn). Para la puesta a punto de cada set de primers
se construyd una curva estandar de 5 puntos (serie de diluciones seriadas 1/4) para cada gen
y se determind la concentracién de primers (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 uM) a la cual la eficiencia era
mayor (ésta fue luego utilizada en las reacciones subsiguientes). Todos los oligos fueron

sintetizados en Thermo Fisher Scientific (Estados Unidos).

Ensayo de luminiscencia

Todos los registros de luminiscencia se realizaron en placas de Petri de 35 mm, a 20°C
y en oscuridad constante, con 100 nematodos L4 y utilizando el medio déptimo de

luminiscencia, tal como se describio en la seccién de métodos generales.
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Analisis de Datos

Los datos de luminiscencia fueron analizados como se explicd previamente.

Lo datos de PCR en tiempo en tiempo real fueron normalizados a los tres genes de
referencia cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 y analizados por el método de la curva estandar y
finalmente normalizados a la muestra con el nivel maximo de expresion. Para determinar la
significancia estadistica, se realizé un ANOVA de una via seguido de un test de Tukey de
comparacion multiple para LO/FC y otro para O0/CC.

En todos los caso un valor de P < 0,05 fue considerado como el minimo para ser
estadisticamente diferente. Los valores de significancia se denotaron como sigue: ***p <

0,001; **P < 0,01; *P < 0,05.
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Resultados y conclusiones

Constructos moleculares

Las secuencias de todos los constructos finales obtenidas por secuenciacion en

Macrogen, estan disponibles para su visualizacién en las siguientes direcciones web:

Constructo Link
Plin-42 T gfp 3. https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW415y65QkFv

aFVfQkVoQWS

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5y655Wx

mUmZNVHoxUGM
: https://drive.google.com/open?id=0B7qgiEW415y6SQWkt
Pot-
cti-3 1l o E WXN3V3IFFZUU

https://drive.google.com/open?id=0B7qiEW4I5y65cFNQ
ekRNbW1fRKE

Genes homdlogos del reloj central en C. elegans: lin-42 y aha-1

En primera instancia, se analizd el patron de oscilacion de todos los genes por PCR en
tiempo real, bajo un ciclo de luz/oscuridad (400/0 lux, ZTO: 9 am) de 12 h: 12 h a 18°C (la
incubadora posee bajo esta condicion una variacion de 0,5°C). Se crecieron poblaciones de
nematodos N2 bajo esta condicion hasta estadio L4 en placas sembradas con bacterias y
posteriormente se tomaron muestras cada 4 h, comenzando a ZT1 (10 am) para realizar las
extracciones de ARN (Figura A.6A). Ademas de analizar los perfiles de expresion de las dos
isoformas de lin-42 b y c y de aha-1, también se analizo el patron de expresion de sur-5, ya
que hasta ahora solo se habia estudiado los niveles de ARNm bajo el ciclo dual LO/FC. Cabe
aclarar que estos resultados son preliminares, y se completardn con el analisis de estos
genes nuevos también bajo el ciclo LO/FC y bajo un ciclo de temperatura sin luz.

Notablemente, los resultados mostraron que sur-5 no muestra una expresion ciclica
bajo condiciones de LO (Figura A.6B), algo que se podia esperar por los resultados del
capitulo 3, donde se mostrd que tanto la luz como la temperatura son importantes para

generar la regulacidn circadiana en este gen. Esto también es una prueba adicional de que el
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reloj del nematodo no interpreta todas las sefiales ambientales de la misma manera. Un
resultado similar fue encontrado en el estudio transcriptémico circadiano realizado tanto
bajo LO como FC (van der Linden, et al. 2010). Cabe aclarar, sin embargo, que este
experimento se realizd manteniendo siempre a los nematodos en placas con comida durante
la toma de muestra, mientras que en el caso del capitulo 3 esto fue realizado en el medio
liquido de luminiscencia, a fin de validar los resultados bajo las mismas condiciones estrictas
que durante los registros de |uz. Esto podria llegar a producir cambios adicionales en el
estado metabélico de los nematodos que habra que analizar en medio liquido.

En relacion a lin-42, se encontrd que tampoco parece haber una oscilacion circadiana
del ARNm de las isoformas b y c juntas bajo el ciclo LO (Figura A.6C). Esto era exactamente lo
esperado por bibliografia, ya que se ha reportado gque ninguna isoforma de lin-42 es ciclico

bajo ciclos de LO ni FC (15/18°C) (van der Linden, et al. 2010; Olmedo, et al. 2012).

A Huevos Larvas L4 + FUDR
3 dias 12h:12h LO ¢ 2 dias LO ¢ : LO FR
[ || || I T T e > | — == =m | =
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Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura A.6| Regulacion transcripcional de sur-5 y de lin-42 bajo un ciclo de LO. A| Representacidn
esquemadtica de las condiciones foto-periddicas utilizadas y del experimento. Las barras
blancas/negras indican luz/oscuridad y la barra gris, noche subjetiva. Los nematodos wild-type fueron
entrenados bajo el ciclo combinado 12 h:12 h LO (400/0 lux, 18 + 0,5°C, ZT0, encendido de la luz)
sobre placas de NGM sembradas con E. coli. Al dia 6, poblaciones de nematodos fueron transferidos
a nuevas placas con bacterias pero con la adicién de FuDR vy se sincronizaron por 3 dias mas bajo LO y
finalmente fueron liberados en condiciones constantes (oscuridad, 18°C). Se tomaron muestras
comenzando a ZT1 durante el tercer dia bajo LO y los dos Gltimos bajo OO para realizar extraccidn de
ARN total y PCR en tiempo real. B-C| Patrones de expresidon del ARNm de sur-5 (B) y de lin-42bc (C)
bajo estas condiciones (n = 3; sur-5, LO y 00, ns, ANOVA de una via, seguido por un test de Dunnet
de comparacion de grupos; lin-42, LO P < 0,05; 00, ns, ANOVA de una via, seguido por un test de
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Dunnet de comparacién de grupos). Los niveles de expresion fueron normalizados a la expresion de
tres genes de referencia constitutivos: cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 (Hoogewijs, et al. 2008) y
relativizados al valor de expresion maximo. Los datos se muestran como un promedio * SEM de 3
muestras bioldgicas independientes (n).

Similarmente con lo publicado en bibliografia, los nematodos con el constructo Plin-
42::luc::gfp mostraron expresion del constructo desde estadios embrionarios y a lo largo del
desarrollo, con una expresion muy clara en el adulto en las seam cells antes descriptas, en
hipodermis a lo largo de todo el cuerpo y en la faringe. A pesar de que distintos
experimentos de RNAseq y microarrays disponibles en Wormbase muestran una expresion
casi nula de lin-42 en el estadio adulto con respecto al desarrollo, la expresion del gen fue
claramente detectable en adultos de varios dias (Figura A.7). Esto puede ser muy importante

para el analisis mediante luminiscencia.

A

Figura A.7| Microscopia de fluorescencia de nematodos transgénicos con el constructo Plin-42-
luc::gfp. A| Embrién y nematodo de estadio L2. B| Nematodo de estadio L4. C| Nematodo joven
adulto. Se observa expresidn en la faringe y en las seam cells (lineas punteada que recorre el centro
de todo el nematodo). Barra de escala, 50 pum.

Se realizaron entonces los primeros registros preliminares de luminiscencia de una de
las lineas con mayor expresion de gfp in vivo, bajo condiciones constantes (00, 20°C) en el
lumindmetro de placa de Petri. En la sefial cruda se puede observar una oscilacion durante el
primer dia, que probablemente se deba a la variacion en la expresion de lin-42 durante al
pasaje de L4 a adulto, y luego la sefial muestra una caida contante pero detectable por al

menos 7 dias (Figura A.8).
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Figura A.8| Luminiscencia emitida por nematodos transgénicos con el constructo Plin-42::luc::gfp.
La luminiscencia fue registrada a partir de 100 nematodos L4 de la linea que mostraba mayor
expresion bajo lupa de fluorescencia, bajo OO0 (oscuridad y 20°C. La sefial fue integrada durante 1
minuto y medida en intervalos de 10 minutos. Los datos corresponden al promedio + SEM (n = 8).
URL: Unidades relativas de luminiscencia.

Cuando se analizo el patrén de expresion de aha-1 bajo el ciclo de LO mediante PCR
en tiempo real, se observd a una tendencia circadiana tanto bajo condiciones de
entrenamiento como constantes. A pesar de que la estadistica para LO no fue significativa
porque el error es muy grande en los primeros puntos, existe una oscilacién de 24 h visible y
con un pico durante el dia (ZT9). Bajo condiciones constantes, la acrofase muestra un
adelanto de fase hacia CT1 (25 horas en la escala del grafico), también durante el dia
subjetivo, y en este caso supera la significancia estadistica (Figura A.9). Si bien son resultados
preliminares que necesitardn ser reconfirmados con un numero mayor de réplicas
bioldgicas, son muy alentadores e indicarian que al menos la expresion de aha-1 podria ser

ciclica.
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Figura A.9| Regulacion transcripcional de aha-1 bajo un ciclo de LO. Patrén de expresion del ARNm
de aha-1 bajo un ciclo de luz/oscuridad (400/0 lux, ZT0O: 9 am) de 12 h: 12 h a 18°C £ 0,5°C (n = 3; LO,
P=0,07, 00, P<0,01, **P < 0,01, T25 vs T41, ANOVA de una via, seguido por un test de Dunnet de
comparacion de grupos). Los niveles de expresion fueron normalizados a la expresion de tres genes
de referencia constitutivos: cdec-42, pmp-3 and Y45F10D.4 (Hoogewijs, et al. 2008) y relativizados al
valor de expresion maximo. Los datos se muestran como un promedio + SEM de 3 muestras
bioldgicas independientes (n).

Se generaron entonces las lineas transgénicas con el reportero Paha-1::luc::gfp, para
registrar luminiscencia in vivo. En este caso, se observo expresion también desde huevo
hasta adulto, siendo muy fuerte en la region de la faringe y neuronas en la cabeza.
Asimismo, se observd un patrén tenue de expresion de fluorescencia en hipodermis a lo
largo de todo el nematodo y en adultos de varios dias también fue posible visualizar
intestino marcado (Figura A.10). Esto es consistente con lo antes descripto por bibliografia,

aunque en general la expresidon no parece ser tan consistente con la fusién transcripcional.

Figura A.10| Microscopia de fluorescencia de nematodos transgénicos con el constructo Paha-1-
luc::gfp. A| Embriones y nematodo de estadio L2, B] Nematodo de estadio joven adulto. C|
Nematodo adulto de varios dias. Se observa expresion en la faringe y neuronas de la cabeza,
hipodermis e intestino (C). Barra de escala, 50 um.
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Finalmente, se realizaron los primeros registros de la luminiscencia de una de las
lineas con mayor expresion de gfp in vivo, entrenados los nematodos bajos LO (0/400 luz, 18
+ 0,5°C) y luego monitoreados bajo condiciones constantes (00, 20°C). Notablemente, la
sefial de 100 nematodos L4 fue estable durante mas dias que para el caso de sur-5 y lin-42,
siendo posible registrar por hasta 10 dias (Figura All). Ademads, se observan algunas
oscilaciones en los datos crudos durante los primeros dias, que deberan ser analizadas con
mayor detalle extrayendo la tendencia de los datos y suavizando.
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Figura A.11] Luminiscencia emitida por nematodos transgénicos con el constructo Paha-1::luc::gfp.
La luminiscencia fue registrada a partir de 100 nematodos L4 de la linea que mostraba mayor
expresion bajo lupa de fluorescencia, bajo OO0 (oscuridad y 20°C). La sefial fue integrada durante 1
minuto y medida en intervalos de 10 minutos. Los datos corresponden al promedio £ SEM (n = 15).
URL: Unidades relativas de luminiscencia.

Los resultados preliminares del analisis de ambos genes reloj parecen evidenciar que
bajo un ciclo clasico de luz/oscuridad de 12h : 12 h, la expresion del ARNm de lin-42 by ¢
juntos no parece estar bajo regulacién circadiana, mientras que si se evidencia un patrén
ciclico de 24 h para el caso de aha-1. Ademas, los registros de luminiscencia muestran la
versatilidad del reportero para realizar fusiones transcripcional con promotores de cualquier
gen de interés, ya que bajo el control de estos promotores mas débiles las sefiales son
detectables por mas de 7 dias a partir de poblaciones de 100 nematodos.

Es interesante remarcar que en mamiferos, los tres genes period (1, 2 y 3) muestran
oscilaciones circadianas, con picos diurnos durante ZT4-10 en los nucleos supraquiasmaticos
(Ko y Takahashi 2006), y el homdlogo en D. melanogaster dmperiod, también estd bajo

regulacion circadiana pero muestra una acropase nocturna cercana a ZT13-14 en la cabeza
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(Claridge-Chang, et al. 2001). En C. elegans, las isoformas de lin-42 a, b y ¢ muestran
oscilaciones ultradianas de menos de 24 h durante el desarrollo, pero el gen no parece estar
regulado de manera circadiana en el adulto bajo LO o FC (van der Linden, et al. 2010;
Olmedo, et al. 2012). Ademas, C. elegans no posee ninguna proteina homdloga a CRY, quien
conforma el heterodimero PER::CRY para regular negativamente el loop en mamiferos, pero
si presenta homologia con TIMELESS, la contraparte de CRY en D. melanogaster. Tanto cry
como tim oscilan de manera circadiana en estos organismos, con acrofases entre ZT8-14 en
los NSQ de mamiferos (Ko y Takahashi 2006) y ZT15-16 en la cabeza de las moscas (Claridge-
Chang, et al. 2001). En C. elegans, el homdlogo tim-1 no estd del todo caracterizado de
manera circadiana, pero el Unico estudio transcriptdomico realizado muestra que no parece
oscilar bajo LO o FC (van der Linden, et al. 2010).

En cuanto a aha-1, los resultados preliminares obtenidos son alentadores, y la
oscilacion deberd ser confirmada mediante nuevos ensayos. Interesantemente, Van der
Linden et al utilizaron dos sondas para estudiar cada uno de los genes homdlogos al reloj en
estudios poblaciones de C. elegans, y bajo LO/OO una de ellas mostré una oscilacion
estadisticamente significativa. Sin embargo, los autores no discutieron mucho acerca de este
resultado.

Para poder comprender mas acerca de la funcién de estos genes en el reloj del
nematodo, sera necesario seguir caracterizando la regulacion transcripcional de los mismos
a través de ensayos de PCR en tiempo real y luminiscencia, bajo LO, FC y LO/FC. Siempre
cabe la posibilidad de que las extracciones de ARN de estudios poblaciones sean poco
informativas y tengan mucho error, ya que involucran grandes cantidades de gusanos, para
lo cual sera esencial poder realizar videos en tiempo real de los nematodos con los
reporteros correspondientes in vivo y analizar si existen pequefios grupos de células que
muestren expresion ritmica de estos genes, como es el caso de D. melanogaster. Por
supuesto, cabe ademas la posibilidad de que existan regulaciones circadianas en estos genes
a nivel del splicing alternativo, algo que se estd comenzando a caracterizar con mucho
detalle en plantas (Sanchez, et al. 2010; Bertoni 2012; Perez-Santangelo, et al. 2013;
Romanowski y Yanovsky 2015) o incluso a nivel postraduccional, para lo cual serd necesario
utilizar fusiones traduccionales con gfp. Finalmente, podria ocurrir que el reloj del nematodo
no esté conservado tal como hipotetizamos, y que el reloj de PER/TIM haya sido

reemplazado por otros componentes novedosos.
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Ritmos redox en C. elegans: regulacion circadiana de las catalasas

Como se describid durante la instruccidn, estudios preliminares del laboratorio
muestran gue la actividad total de la catalasa en los nematodos esta bajo regulacidn
circadiana en ciclos LO, con lo cual se analizé si también el ARNm mostraba dicha regulacion.
Al analizar la expresidn de los genes para catalasa 1y 3 juntas, las cuales son muy dificiles de
diferenciar por el nivel de homologia que poseen, se encontrd una clara regulacion
circadiana de ctl-1+ctl-3, con un pico durante la fase diurna a ZT9, la cual se mantiene bajo
condiciones constantes pero muestran un ligero avance de fase (Figura A.12). Van der Linden
et al, mostraron mediante el estudio por microarrays que solo ct/-3 es ritmica bajo LO, pero
no bajo ciclos de temperatura (van der Linden, et al. 2010), lo cual seria consistente con su
posible rol en la degradacién del H;0; generado por la luz. Ademads, el ritmo de las catalasas
también es consistente con el encontrado para la actividad total mostrada durante la
introduccion, que presenta un pico en ZT9, también durante el dia. Es probable que el pico a
ZT9 bajo LO en el ARNm sea en realidad un pico a ZT5, tal como se observa en 00 (CT5),

sobre todo por el error apreciable en ZT5.
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Figura A.12| Regulacién transcripcional de ct/-1+3 bajo un ciclo de LO. Patrén de expresion del
ARNm de ct/-1+3 bajo un ciclo de luz/oscuridad (400/0 lux, ZTO: 9 am) de 12 h: 12 ha 18+ 0,5°C (n =
3; LO, P < 0,05; OO, P < 0,001;*P < 0,05, T29 vs T41, ANOVA de una via, seguido por un test de
Dunnet de comparacion de grupos). Los niveles de expresién fueron normalizados a la expresion de
tres genes de referencia constitutivos: cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 (Hoogewijs, et al. 2008) y
relativizados al valor de expresidn maximo. Los datos se muestran como un promedio + SEM de 3
muestras bioldgicas independientes (n).
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En este caso, se generaron nematodos transgénicos con el constructo Pctl-3::tuc::gfp,
ya que es probable entonces que sea este gen el que contribuya principalmente al ritmo
observado en el ARNm vy la actividad. Los animales transgénicos mostraron fluorescencia en
la faringe y neuronas del ganglio de la cabeza, en los cordones ventrales y dorsales a lo largo
de todo el cuerpo, otras neuronas adicionales no identificadas y el ganglio de la cola (Figura

A.13). Ademas, ésta linea transgénica también produce luz detectable por al menos 7 dias

bajo condiciones de oscuridad y 20°C (Figura Al14).

Figura A.13| Microscopia de fluorescencia de nematodos transgénicos con el constructo Pct/-3-
luc::gfp. A| Embrion y nematodo de estadio L3. B| Nematodo de estadio joven adulto. C| Nematodo
adulto de varios dias, que contiene ya embriones. Se muestra con mayor detalle la faringe y ganglio
de la cabeza, los cordones dorsales y ventrales que recorren todo el cuerpo, otros axones
neuronales, y el ganglio de la cola. Barra de escala, 50 um.
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Figura A.14| Luminiscencia emitida por nematodos transgénicos con el constructo Pctl-3::luc::gfp.
La luminiscencia fue registrada a partir de 100 nematodos L4 de la linea que mostraba mayor
expresion bajo lupa de fluorescencia, bajo OO (oscuridad y 20°C). La sefal fue integrada durante 1
minuto y medida en intervalos de 10 minutos. Los datos corresponden al promedio + SEM (n = 8).
URL: Unidades relativas de luminiscencia.
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La regulacién circadiana de la expresién de ct/-3 y de la actividad catalasa total,
apoyan la nocién de un estado redox controlado fuertemente por el reloj en el nematodo.
Ademas, otros experimentos sin publicar del laboratorio también muestran que la expresion
de sod-3, unos de los genes codificantes para |la enzima superdxido dismutasa, encargada de
convertir el idn superdxido en H,0;, estd regulada de manera circadiana, con un pico a
ZT9/CT9. Asimismo, como se describio en capitulos anteriores, el estado de oxidacion de las
peroxirredoxinas también esta bajo el control del reloj en C. elegans (Edgar, et al. 2012;
Olmedo, et al. 2012). Esto abre las puertas para investigar cémo se regula el estado redox
mediante la aplicacion del sistema reportero bajo ciclos de LO con el reportero Pctl-
3::luc::gfp. Se podria evaluar por ejemplo si los nematodos son capaces de sincronizarse por
pulsos de H,0; tal como se menciond durante la introduccién, y comprobar si los
fotorreceptores son entonces en realidad sistemas sensibles a especies reactivas de oxigeno
generadas por la luz y son estas sefiales redox las que necesita el reloj para sensar el tiempo.
Ademas, sera relevante analizar si los niveles de H;0; varian de manera circadiana en
experimentos poblacionales mediante ensayos enzimaticos en distintos puntos horarios.
Finalmente, seria ideal poder analizar el estado redox in vivo de los nematodos, para lo cual
contamos con una cepa transgénica con el sensor Hyper (Back, et al. 2012). Este sensor
consiste de una YFP modificada con dos dominios regulatorios del factor de transcripcidn
OxyR (OxyR-RD), que al ser oxidado por el H,0,, sufre un cambio conformacional por la
formacion de un puente disulfuro (reversible por glutaredoxina-1 y glutation) y esto genera
una cambio cuantificable en la fluorescencia. Todos estos experimentos seran esenciales
para comprender cémo interaccionan el estado redox y el reloj, y porqué la cepa GA800 que
sobre-expresa las catalasas es significativamente mejor que la cepa wild-type en el

entrenamiento bajo ciclos LO en experimentos de actividad locomotora.

Neuropéptidos regulados por el reloj: el caso de NLP-36

Finalmente, se evalud el caso de nlp-36 bajo el ciclo de luz/oscuridad (400/0 lux, ZT0:
9 am) de 12 h: 12 ha 18 £ 0,5 °C. Como se dijo anteriormente, este gen fue descripto como

no ritmico bajo LO, por lo que era un buen control negativo a considerar para los estudios de
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PCR en tiempo real. Efectivamente, tal como se esperaba, el gen resultd constitutivo bajo
estas condiciones (Figura A.15).
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Figura A.15| Regulacion transcripcional de nlp-36 bajo un ciclo de LO. Patréon de expresién del
ARNm de nlp-36 bajo un ciclo de luz/oscuridad (400/0 lux, ZTO: 9 am) de 12 h: 12 ha 18 £ 0,5°C (n =
3; LO y 00, ns, ANOVA de una via, seguido por un test de Dunnet de comparacion de grupos). Los
niveles de expresion fueron normalizados a la expresidn de tres genes de referencia constitutivos:
cdc-42, pmp-3 and Y45F10D.4 (Hoogewijs, et al. 2008) y relativizados al valor de expresion maximo.
Los datos se muestran como un promedio * SEM de 3 muestras bioldgicas independientes (n).

Por ultimo, se microinyectaron nematodos con el constructo Pnip-36::luc::gfp, vy el
analisis de las primeras lineas muestra que su expresion es muy fuerte en el intestino, y en
neuronas de la cabeza y de la cola, consistente con lo publicado previamente (van der

Linden, et al. 2010) (Figura A.16).

Figura A.16| Microscopia de fluorescencia de nematodos transgénicos con el constructo Pnip-36-
luc::gfp. A| Embridn y nematodo de estadio L4. B| Nematodo adulto. C| Nematodo joven adulto,
donde se observa con mayor las células marcadas de la cabeza y la cola. Barra de escala, 50 pm.

Finalmente, los datos crudos del registro de luminiscencia in vivo bajo condiciones
constantes (oscuridad y 20°C) mostraron un patron totalmente diferente de luz, la cual

muestra una oscilacion durante el primer dia que quizas esté relacionada también con un
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cambio de expresion en el pasaje de L4 a adulto, y luego una sefial estable que se mantiene
practicamente constante (Figura A.17). Esto podria significar que se trata de un
neuropéptido esencial en la regulacion de alguna funcion durante el estadio adulto, por
ejemplo durante el envejecimiento o el life span. Ademas, estos resultados muestran que el
reportero es capaz de revelar las distintas regulaciones en la expresidon de los distintos genes
in vivo, y que serd una herramienta muy util para la caracterizacion no solo de los genes
mostrados en este anexo, sino de cualquier gen de interés en el nematodo que se quiera

estudiar en el futuro, para cronobiologia o para cualquier otra area de investigacion.
1.0
0.8
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Figura A.17| Luminiscencia emitida por nematodos transgénicos con el constructo Pnlp-
36::luc::gfp. La luminiscencia fue registrada a partir de 100 nematodos L4 de la linea que mostraba
mayor expresion bajo lupa de fluorescencia, bajo OO (oscuridad y 20°C). La sefial fue integrada
durante 1 minuto y medida en intervalos de 10 minutos. Los datos corresponden al promedio + SEM
(n = 8). URL: Unidades relativas de luminiscencia.
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