CURIOSOS“POR LAS CIENCIAS

uien viajando cruz6 alguna vez varios husos
horarios sabe que tiene, evidentemente, un
reloj interno que controla su ritmo de suefio y
vigilia. Después de llegar a destino, el viajero
se sentira cansado y abatido durante los pri-
meros dias, y le llevaré cierto tiempo adaptar-
se al nuevo ciclo diurno-nocturno. Si la perso-
na no viaja, pero cada fin de semana esta
despierta hasta altas horas de la madrugada y
luego duerme hasta el mediodia, sentird inde-
fectiblemente el impacto de sus trasnochadas
al comenzar la semana. Este efecto es la res-
puesta de nuestro reloj interno que ya comien-

idea de un “reloj interna”. Para probar el pos-
tulado del reloj bioldgico, Jiirgen Aschoff, uno
de los investigadores del Instituto Max-Planck
ordend construir un binker en el subsuelo del
instituto de la ciudad de Andechs. Corria, en-
tonces, la década de 1960. El banker alberga-
ba un laboratorio subterraneo, en el cual un
grupo de probandos vivié durante varias se-
manas en aislamiento total del desarrollo na-
tural de un dfa. No habfa relojes ni periédicos,
ni radios o television, menos adn luz diurna.
No contaban con datos que les informaran del
paso del tiempo, es decir lo que sucedia en el

MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT

->

El reloj de nuestros genes

Como los investigadores descifran el mecanismo del reloj de las células

7a a atrasar a las 48 horas de un cambio hora-
rio y es el mativo por el cual nos cuesta tanto
levantarnos el lunes por la mafiana.

Los ritmos que marca el tiempo dictaminan
cémo transcurrird la vida. Entre ellos encon-
tramos los ciclos diurno y nocturno (24 horas),
el ciclo de las mareas (12,5 horas), el ciclo
anual (365,25 dias), y el ciclo de la luna (28,5
dias). Los organismos que son capaces de
predecir los cambios regulares de su entorno
poseen una ventaja que mejora sus posibilida-
des de supervivencia. Asi, las plantas cuya
actividad metabdlica mas importante es la fo-
tosintesis, anticipan, por ejemplo, la salida
del sol, al activar su aparato de fotosintesis
antes de que amanezca. La temperatura cor-
poral del hombre aumenta antes de que des-
pierte, y el metabolismo, el tono muscular,

la funcion renal y la capacidad de con-
centracidn varfan a ritmo diario. ;C6-
mo se generan estos ritmos? ;Donde
se encuentran los centros que los controlan?
iCémo se los sincroniza?

LA VIDA SIN CRONOMETRO

Hasta el siglo XX, la mayoria de los cientificos
naturalistas crefan que los seres vivos sélo se
comportan de manera ritmica, porque reaccio-
nan a las sefiales de su medio ambiente o de
su entorno. Apenas unos pocos aceptaban la

> Las bases genéticas del reloj biologico pueden

investigarse en el sistema modelo de un raton.
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A Los voluntarios encerrados vivieron comple-
tamente aislados del mundo exterior. A pesar de
ello, los cientificos podian registrar sus activida-
des en los “ensayos del banker” de la ciudad de
Andechs, mediante contactos que al ser pisados
activaban el encendido de una lamparita en un
panel, y con tiras medidoras que indicaban las
funciones corporales mas importantes de los par-
ticipantes del ensayo.

mundo exterior. Los cientificos registraban el
comportamiento y determinados pardmetros
fisiolégicos de sus probandos y los sometian
regularmente a pruebas de concentracion, de
estado de animo y de desempefio (Fig. B).
Como quedé demostrado, los participantes
del ensayo siguieron participando de una acti-
vidad de ritmo diario a pesar de su aislamien-

En la situacion normal, los relojes del ciclo suefio-vigilia y

to, ya que dormfan regularmente entre siete y
ocho horas. Su temperatura corporal oscilaba
medio grado durante dicho ciclo. También su
desempefio cognitivo seguia una periodicidad
enddgena diaria, es decir generada desde
adentro.

Pero los datos metroldgicos revelaron algo
mas: con el transcurrir de los dias y semanas,
el ritmo diario fue desplazandose. Las oscila-
ciones periédicas diarias ya no se producian
exactamente cada 24 horas sino que eran mas
lentas. Por ejemplo, en ciertas personas po-
dian desarrollarse cada 24,7 horas. Todos los
dfas, estas personas alojadas en el binker
subterraneo comenzaban su periodo de suefio
42 minutos mas tarde y se despertaban 42
minutos después. Es evidente que nuestro re-
loj interno se ajusta exactamente a las 24 ho-
ras, pero en el aislado mundo subterrdneo
muestra su verdadera configuracion: es un
reloj independiente con cuerda para casi 24
horas, pero que no responde exactamente a
un dia. Por eso lo llamamos reloj circadiano
(del lat. circa: cercano, diem: dia = aproxima-
damente un dia).

¢QUIEN MARCA EL RITMO?

También fue interesante comprobar que la
temperatura corporal y el ciclo de suefio-
vigilia normalmente se mueven al mismo
compas. La temperatura corporal oscila, en un
margen de 25 horas, teniendo su punto més
bajo durante el suefio y con un pico durante
la vigilia. Pero si el ciclo de suefio-vigilia
se desplaza debido al aislamiento total, la
temperatura corporal no se comporta de la

RELOJES FUERA DE HORA

hora del dia »

de la temperatura corporal estan acoplados entre si, por

lo cual vibran arménicamente. Sin embargo, debido a las

misma manera (véase el recuadro inferior)
y sequira oscilando a un ritmo de 25 horas
independientemente de que el ciclo del suefio
se acorte, se prolongue o se vuelva irregular.
De ello, los cientificos concluyeron que debe
haber méas de un reloj interno.

Los relojes internos controlan todas las fun-
ciones vitales importantes y la conducta con-
dicionada por los distintos ciclos diarios. En
el caso de las plantas, estan distribuidos en
todo su sistema. No puede establecerse un
centro supraordinado, o reloj maestro. En el
reino animal es diferente, ya que los investi-
gadores que en la década de 1970 estudiaban
la anatomia del cerebro de ratas descubrieron
fibras nerviosas extremadamente delgadas,
que desde la retina del ojo no conducian al
centro de la vision en el I6bulo occipital, sino
que terminaban su recorrido en una pequefia
zona del diencéfalo ubicada casi encima del
quiasma dptico, el punto, donde se cruzan los
nervios opticos. Cuando esta zona diminuta
cubierta de neuronas, de apenas el tamafo
de una cabeza de alfiler es destruida, los
animales pierden toda nocién del ritmo de lo
cotidiano, que comprende desde el ciclo de
suefo-vigilia, pasando por variaciones hormo-
nales hasta la periodicidad de la temperatura
corporal. El reloj central habia sido encontrado.

En virtud de su ubicacién sobre el quiasma, la
zona fue llamada “nGcleo supraquiasmatico”,
o NSQ. En las ratas, los ndcleos distribuidos
en forma simétrica en ambas mitades del
cerebro, miden menos de un milimetro vy
comprenden alrededor de 16.000 células.

condiciones extraordinarias del aislamiento del habitat sub-
terraneo, a veces se desacoplan y cada uno sigue su propio
ritmo. El grafico muestra como los maximos y minimos de

la temperatura corporal (triangulos rojos) transcurren en

forma paralela al ciclo de suefio-vigilia durante los prime-

ros 14 dias. La duracion de los periodos es de 25,7 horas
Después, el ciclo de suefio-vigilia se
extiende a 33,4 horas (para que el grafico pueda visuali-
zarse mejor, no s6lo se incorporaron los dias sucesivos en
forma vertical, sino otros siete dias en el eje horizontal). Los
cientificos hablan de una desincronizacion interna. Quien
haya experimentado alguna vez una “desincronizacion ex-
terna”, por ejemplo un jetlag o haya tenido que trabajar en
turnos nocturnos, sabe el esfuerzo que implica permanecer
despierto cuando el desempefio fisico llega a su punto mas
bajo. Ahora ya se sabe que el ritmo de algunas personas
también se desincroniza sin necesidad de que estén aisla-
das o viajen en avion. Debido a ello pueden sufrir depresio-
nes, trastornos del suefio e incluso
enfermedades metabdlicas serias.

para ambos ciclos.
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En el hombre son un poco mas grandes y
albergan aproximadamente 50.000 neuronas.
A través de las delgadas fibras nerviosas el
NSQ recibe sefiales de las células fotosen-
sibles de los 0jos, que no son las células de
pequefio tamafio (conos) de la llamada “capa
de conos y bastones” en la fovea de la retina.
Porque los mutantes de ratén al no poseer-
las, también son capaces de adaptarse a
los ritmos diarios desplazados artificialmente
como siempre lo han hecho. Por eso, los cro-
nobiélogos presumieron que en los ojos de los
mamiferos habfa un sentido méas para captar
la luz, que brinda informacién sobre el horario
diurno al reloj bioldgico.

UN NUEVO SENTIDO PARA

CAPTAR LA LUZ
En 2002, la revista cientifica SCIENCE procla-
md como “la noticia del afio” el descubrimien-
to de un tipo de células opticas en la retina
de los mamiferos, que hasta la fecha se des-
conocian. Y justificaba el anuncio, afirmando
que: “El descubrimiento de una nueva clase
de células fotosensibles que ayuda a dominar
los ritmos diarios del cuerpo, podria servir en
algiin momento para combatir los efectos del
jetlag o de la depresidn invernal”. Se trata de
las llamadas células ganglionares de la
retina. Una pequefa parte de ellas, contiene
un pigmento fotosensible que se llama “me-
lanopsina”. Cuando estas células registran
la luz, modifican su conductibilidad eléctrica.
EI NSQ recibe estas sefiales neuronales y las
transmite a los relojes internos en todos los
dorganos y células, que gracias a ello quedan
sincronizados entre si'y con el desarrollo del dia.

Si realizamos un cultivo de neuronas del
NSQ, mostrarén actividad eléctrica ritmica: de
dia las neuronas estén eléctricamente activas,
en tanto que de noche no. Evidentemente, ca-
da célula del NSQ es un reloj auténomo (!),
gue marca que es de dia. Si cada célula del
NSQ constituye un pequefio reloj auténomo,
icomo es que a pesar de esto todos marchan
al mismo ritmo? Para estudiar este fenémeno,
investigadores japoneses implantaron el gen
de la proteina fluorescente verde de una
medusa en las células del NSQ de ratones.
Sin embargo, la proteina solo era producida
cuando las células estaban eléctricamente
activas. Los investigadores observaron en
varios cientos de células, el momento en que
se iluminaban y comprobaron que las células
se sincronizaban automaticamente: la sefial
de una célula impulsaba el reloj interno de la
proxima y asi sucesivamente. Es decir el NSQ
es un generador de ritmo auténomo.
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Con el NSQ habfa sido descubierto el reloj de
referencia a través del cual se ajustan de nue-
vo dia a dia todos los relojes internos. En esta
funcién, el NSQ representa la contracara bio-
|6gica del reloj atémico del Physikalisch-Tech-
nische Bundesanstalt (Instituto Fisico-Técnico
Federal) de la ciudad de Braunschweig, cuyas
sefiales de radio pautan la hora oficial para
toda Alemania. Pero en realidad, se ignoraba
cudl era el mecanismo del reloj, es decir el 0s-
cilador que marcha basado en un periodo de
24 horas, y los engranajes moleculares méas
finos mediante los cuales es posible ajustar el
reloj para que adelante o atrase. La clave para
profundizar en la comprension de los relojes
bioldgicos fue suministrada nuevamente por
la pequefia mosca de la fruta, la Drosophila.
Desde 1971 se sabia de una mosca mutante,
cuyo ritmo bioldgico diario estaba trastoca-
do por un defecto genético. Los genetistas
demoraron trece afios en descubrir la pieza
de material genético responsable de esta
periodicidad circadiana. De este gen, que fue
bautizado period, depende, evidentemente,
el control de la periodicidad endégena de la
Drosophila.

El aislamiento del gen period de la mosca de
la fruta prepard el terreno para la nueva “era
molecular” de la cronobiologia. Los investi-
gadores descubrieron otros dos genes-reloj:
clock y timeless. Luego, en 1997 rapidamente
fueron encontrados tres genes period, de los
cuales por lo menos el primero (mouse period
1 0 mperl) estd univocamente emparentado
con el gen de la mosca. Ahora bien, aunque
sus piezas esenciales coincidan, los genes o
las proteinas producidas segln sus pautas,
pueden cumplir funciones completamente di-
ferentes en los distintos organismos. Todavia
no habia pruebas de que los genes similares
al period del ratén realmente pudieran estar

A Si se mantiene a un grupo de ratones en total
oscuridad durante 30 dias, se desplaza su ritmo de
caminatas en la rueda giratoria. Adn asi es posible
reconocer una clara periodicidad. Es evidente que
sus relojes internos atrasan en comparacion con
la hora del dia (grafico superior). Por el contrario,
los animales, cuyo gen-reloj period2fue modificado
por una mutacion, quedan completamente fuera del
ritmo: se pierde toda regularidad de sus fases de
actividad (grafico inferior).

relacionados con el control del ritmo circa-
diano. Por eso, los cientificos del circulo de
Gregor Eichele, que en ese momento todavia
trabajaba en el Baylor College of Medicine de
Houston, Texas, EE.UU., analizaron de mane-
ra mas detallada “la muestra de la expresion”
de dichos genes: ;jdonde y cuando se efectla
la transcripcion de los genes period del raton
en proteinas?

COMO LOGRAR QUE LOS

GENES VIBREN
Los estudios confirman la presuncién: en el
ratén, entre otros, el gen mper1 esta expresado
en el NSQ, es decir en el alojamiento del reloj
central del sistema circadiano de los anima-
les vertebrados. Su patrén de expresion del
tiempo corresponde exactamente a lo que se
espera de su gen-reloj. Durante las horas de la
mafana, la expresion del gen se incrementa,
al mediodia llega a su maximo y comienza a
descender hasta llegar otra vez a cero al ano-
checer. Si realizamos un seguimiento de estas
variaciones a lo largo de varios dias, compro-
baremos que la expresion del gen oscila en
periodos de 24 horas. Dicha expresion ritmica-
circadiana del gen sigue funcionando aunque
los animales de laboratorio sean mantenidos
en oscuridad constante.

;Cémo surge el mencionado patrén ritmico

de expresion? El circuito genético del reloj
bioldgico consiste en dos /ogps o circuitos
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TOMA AMPLIADA DE LOS ENGRANAJES DEL RELO]

Para la generacion y el mantenimiento de una
periodicidad endégena de 24 horas es decisi-
vo el equilibrio diario entre formacion y de-
gradacion de las proteinas-reloj centrales.
Las diversas proteinas reloj comienzan a inte-
ractuar: las proteinas period y timeless se
recombinan en moléculas dobles que inhiben
la transcripcion de sus genes, y con ello su
propia produccién. En el Instituto Max-Planck
de Fisiologia Molecular de Dortmund el inte-
rés cientifico se focaliza especialmente en la
estructura molecular de las proteinas-reloj.
Los cientificos del departamento de Alfred
Wittinghofer en el Max-Planck por primera
vez hallaron la estructura tridimensional de

una parte de la proteina period de la mosca Drosophila mediante estudios de rayos X del
cristal de roca. La estructura period también nos permite echar una mirada al mecanismo de
una mutacion que en la mosca de la fruta desemboca en un ciclo diurno prolongado de 29
horas en lugar de las 24 horas normales. En dichos mutantes, s6lo se ha modificado un Gnico
resto de aminoacido en la superficie de uno los dos dominios proteicos (aqui se intercambia-
ron valin por acido asparaginico). Los cientificos de Dortmund pudieron demostrar que por
esta via, la molécula ya no es capaz de ocupar la estructura espacial que le es propia. Se
presume que a través de ello también se influye en la interaccion con otras proteinas y que se

pierde el timing originario.

- de retroalimentacion (tanto en la mosca

de la fruta como en el ratén o en el hombre),
que funcionan como si fueran termostatos y
regulan el producto de los genes period y time-
less (en rat6n y hombre period y cryptochrom
%). Si aumenta la concentracion de un factor
genético (la temperatura) por encima del valor
nominal, la produccién de la proteina respecti-
va (la calefaccién) se desconecta y se invierte.
El retraso temporal entre la actividad de los
genes period y timeless y la produccion de las
proteinas respectivas genera una oscilacion
periédica ascendente y descendente. Primero
aumenta sostenidamente la concentracion de
las proteinas reloj en la célula. Pero si supera
un maximo, se desconectan los genes. La con-
centracion de las protefnas disminuye hasta
que la supresion de los genes-reloj vuelve a
quedar sin efecto y el circuito vuelve a comen-
zar. En el hombre, en realidad, esto sucede
transcurridas 25 horas (en la Drosophila y el
raton, el periodo de libre funcionamiento del
reloj bioldgico comprende 23,5 horas). Pero la
luz diurna se ocupa de que el sistema de engra-
najes internos siempre se ajuste un poco y de
este modo terminen funcionando en forma sin-
cronica con el mundo exterior y al ritmo de 24
horas. Gregor Eichele y su personal del Institu-
to Max-Planck de Endocrinologia Experimental
de Hannover quieren saber cémo funciona este
delicado ajuste entre los genes y el mundo
exterior, que se hace todavia mas importante
cuando los desplazamientos del tiempo son
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extremos y el jetlag es mas serio. ;Cémo logra
el organismo sincronizar su reloj interno con el
horario exterior? Para hallar la respuesta, los
investigadores trabajan con los llamados rato-
nes knockout. Se trata de ratones, en los que
ciertos genes se desconectan puntualmente.
Un pardmetro de medicién importante en los
estudios es el comportamiento de los ratones
en la rueda giratoria: los horarios en los que
un ratén de laboratorio siente deseos de su-
birse a la rueda para descargar energias no se
distribuyen arbitrariamente a lo largo del dia.
Los especimenes normales se atienen a un es-
quema diario regular: como especie de habitos
nocturnos, el raton corre casi exclusivamente
en la fase de oscuridad.

LOS RATONES EN LA PRUEBA

DE LA RUEDA GIRATORIA
Entonces, apenas se apaga la luz del labo-
ratorio, los pequefos roedores comienzan a
correr en la rueda. Mediante un interruptor
magnético conectado a una computadora
se cuentan las revoluciones que su carrera
provoca en la rueda (Fig. C). Ahora bien, si
durante la noche los cientificos envian im-
pulsos de luz, los ratones adaptan su ritmo:
su reloj interno reacciona a la sefial externa.
Si el impulso luminico se da apenas iniciada
la nache, los animales piensan que el dia es
mas largo y de acuerdo con ello, comenzaran
su actividad mas tarde en la noche siguiente;
por el contrario, un impulso luminico cerca

del amanecer adelanta el reloj. En caso de
un desplazamiento del tiempo nosotros sim-
plemente podemos adelantar o atrasar las
agujas de nuestro reloj pulsera. ;jPero dénde
estan los engranajes de ajuste del reloj inter-
no? Los ensayos con ratones knockout, a los
que se les habian desconectado los genes-
reloj period y periodZ? o ambos, muestran
que period! adelanta el reloj interno, mien-
tras que period? lo atrasa. Segln las men-
cionadas comprobaciones, dichos genes-reloj
juegan un papel decisivo cuando se trata de
acostumbrar el organismo a un nuevo ritmo
diurno. En este contexto, el jetlag después de
vuelos intercontinentales sélo es un ejemplo
de la importancia de la sincronizacion entre
el horario externo y los relojes internos. Es-
tos hallazgos son importantes también para
aplicar a problemas que ocurren en el trabajo
de turnos, para la depresion de invierno y en
relacién con sindromes como el de la fase
anticipada (ASPS) o el de la fase retardada de
suefio (DSPS). En estos casos, las investiga-
ciones podrian llevarnos a nuevas iniciativas
de tratamiento. Existen evidencias de que los
resultados son transferibles al hombre: en
pacientes que sufren del sindrome de la fase
de suefio anticipada (ASPS), es decir los que
se despiertan regularmente a las cuatro de la
madrugada, en 2001 fue encontrado un gen
periodZ defectuoso.

En el interin, los investigadores descubrieron
toda una serie de otros genes-reloj, aunque
pareciera ser que el mecanismo del reloj de
la naturaleza es un poco mas complejo que lo
sospechado originariamente. Los relojes bio-
l6gicos en realidad son una red de circuitos
diferentes, lo cual hace que el sistema sea
robusto y al mismo tiempo sensible, parecido
a los modelos informéaticos. Que un engra-
naje no funcione no provoca el detenimiento
inmediato de todo el reloj, por el contrario:
el reloj también puede volver a ajustarse en
caso de interferencias.
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