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Relojes Circadianos y Premio Nobel: hora de tomarse unos minutos

para hablar de ritmos biolégicos
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Como todos los afos, cerca de principios de octubre se conocid
la identidad de los recipientes de los premios Nobel. El 2017, el
Nobel en Fisiologia o Medicina fue compartido por los cientificos
Jeff Hall, Michael Rosbash y Michael Young por sus contribuciones
en develar los mecanismos moleculares que controlan los ritmos
circadianos. ;Ya era hora! (Dibner & Schibler, 2017).

Estas breves paginas no aspiran a entregar una revision exhaustiva
de lo que son los relojes circadianos, o enumerar los aportes cien-
tificos de estos investigadores. Por el contrario, este articulo solo
pretende despertar en el lector la curiosidad de revisar literatura
especializada e informarse mas del tema. Razones hay de sobra.

Chile tuvo la suerte de ser, en noviembre del 2017, la sede del XIV
Latin American Symposium on Chronobiology (Centro Interdisciplina-
rio de Neurociencia de Valparaiso, 2017), reunién bianual que por
primera vez tocaba suelo nacional y que tuvo entre sus expositores
centrales al recién premiado Michael Rosbash (Rosbash, 2017a, b).

Tal como indicé Rosbash en su charla publica, los ritmos circadianos
son adaptaciones bioquimicas, fisioldgicas y de comportamiento
en respuesta a las oscilaciones diarias producto de la constante
rotacion de nuestro planeta. Estos ritmos surgen como una forma
de permitir a los organismos anticipar los cambios ambientales
proveyendo ventajas adaptativas, y entregar coherencia a los
procesos internos, de manera que distintos eventos metabolicos
puedan ocurrir en orden, y no todos de manera simultdnea o
desordenada (Rosbash, 2009; Dibner & Schibler, 2017).

Desde el punto de vista evolutivo, los ritmos circadianos emergieron
de forma temprana, alin antes de que nuestra atmdsfera tuviera su
composicion actual. De hecho, uno de los relojes mas antiguos que

conocemos estda presente en cianobacterias, organismos que fueron

fundamentales en permitir la oxigenacién de la tierra, y donde la
regulacion circadiana fue clave para organizar temporalmente en
estos microorganismos la produccidn de oxigeno (que ocurria en
presencia de luz, vale decir, de dia) separandola de otros procesos
gue necesitan ocurrir en condiciones reductoras, y que empezaron
asi a ser programados para la noche (Rosbash, 2009).

Pero dichos relojes no estén solo limitados a cianobacterias, sino
que se encuentran en plantas, hongos y en animales. Lo mas intere-
sante es que la evidencia sugiere que los relojes circadianos, como
los conocemos, no habrian emergido de un ancestro comun, sino
que habrian aparecido de forma independiente en estas distintas
ramas, lo que grafica la potente contribucion al fitness que otorgan
a la biologia de los organismos (Dunlap, 1999; Rosbash, 2009).

Una visién de sistemas simple acerca de los relojes circadianos ayu-
da a separar los conceptos de sefales de input (luz y temperatura)
que permiten entrenar estos relojes a exactamente 24 h, mientras
que el output, algo asi como las manecillas del reloj, comprenden
las manifestaciones perceptibles, ya sea desde el punto de vista
macro (i.e., ciclos de suefo vigilia), o molecular (cambios diarios en
la expresion de genes, oscilaciones en los niveles de hormonas y
metabolitos, etc.). Conectando inputy output es como se encuentra
el“marcapaso”o los engranajes que dan vida a la compleja maqui-
naria molecular circadiana que permite que existan estos ritmos
diarios. El poder dilucidar cudles eran dichos componentes y cémo
funcionaban fue justamente el eje central de la contribucion de
estos cientificos y tema central de la charla de Rosbash en nuestro
pais, asi como en su charla magistral del Nobel (Rosbash, 2017a).

Pero antes de entrar a describir aspectos moleculares y fisioldgicos
de los relojes circadianos, es importante detenerse a comentar la
etimologia de “circadiano” (del latin circa, ‘alrededor de'y dies, 'dia’),
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ya que revela un aspecto fundamental de como funcionan estos. Asi,
en distintos organismos, en condiciones ambientales invariables (por
ejemplo, oscuridad constante), estos relojes manifiestan su periodo
enddgeno o free-running, que es cercano, pero no exactamente 24
h. Por ejemplo, en humanos el periodo endégeno es cerca de 24.5 h,
lo que implica que, si un individuo se encuentra en un subterraneo,
privado de luz natural y de sefal temporales, su secuencia ritmica
enddgena se verd desplazada diariamente en cerca de 30 min com-
parada con sus congéneres que estan en la superficie. Asi, luego de
24 dias, cuando él esté listo para tomar desayuno bajo tierra, afuera
la gente estara preparandose para cenar. Son entonces justamente
las sefiales ambientales (luz) que ayudan a que el reloj todos los dias
se entrene exactamente a ciclos de 24 h (Dunlap, 1999).

;{Como es que llegamos a conocer el funcionamiento de los relojes
circadianos? Casi como todos los grandes avances en las ciencias
bioldgicas y biomédicas, esto fue posible gracias a estudios reali-
zados en organismos modelos. En particular, estudios realizados
en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y en el hongo
filamentoso Neurospora crassa abrieron paso a la “era molecular”
de la descripcién de los relojes circadianos (Dunlap, 2008). Traba-
jos posteriores en ratén y hdmster permitieron avanzar en dichos
conceptos, haciendo su caracterizacion mas facil en humanos.

A pesar de contribuciones importantes realizadas en los distintos
modelos por diversos colegas, este Nobel se concentra solo en la
investigacion desarrollada por Young, Rosbash y Hall en D. melano-
gaster. Asi, ellos fueron capaces de continuar el trabajo originado
en el laboratorio de Seymour Benzer en 1971, acerca de moscas
mutantes que mostraban periodos mas rapidos (19 h) o mas lentos
(28 h) en actividad locomotora y en eclosién, logrando identificar
cudl era el gen mutado (Konopka & Benzer, 1971). Dicho gen,
bautizado como period (per), hace clara alusién a que mutaciones
en su secuencia podian cambiar el periodo del reloj, o inclusive
llevar a completa falta de ritmo. Sin embargo, hacia mediados de
los ochenta no eran muchos los genes que se encontraban se-
cuenciados, por lo que al comparar PERIOD con datos de proteinas
conocidas, no fue posible dilucidar un potencial mecanismo. Asi,
durante varios afos se trabajé en pasar de secuencia a mecanismo
hasta que el 1990 la evidencia molecular revelé que PER estaba
involucrado en un feedback loop de retroalimentacién negativa:
vale decir que el producto del gen period (la proteina PER), al ser
producida, era luego capaz de inhibir su propia expresién. Esto
se podia evidenciar como ritmos diarios en los niveles del mRNA
de per (y también de proteina), ritmos que mostraban un menor
periodo entre picoy pico de dichas oscilaciones, si es que su andlisis
se hacia en una mosca mutante (per® por per short), o un periodo
mas largo, si se trataba de una mosca mutante con un reloj mas
lento (Young, 2000b).

Luego venia el otro gran desafio: explicar cémo el circuito de retro-
alimentacién antes mencionado permitia generar estos ritmos, y
entender cdmo una mutacién que cambiaba solo un aminodcido
podia alterar el periodo en varias horas. Piezas del puzle fueron
agregandose cuando los datos revelaron que las oscilaciones en
el mRNA de per eran reguladas de forma transcripcional, abrién-
dose oficialmente la temporada de caza para atrapar los factores
de transcripcion (TF) responsables de controlar su expresién.
Esta caceria llevé a identificar CYCLE y CLOCK, los TF dedicados
a regular positivamente la expresién de per, permitiendo cerrar
el circulo de lo que conocemos como “feedback loop transcrip-
cional traduccional negativo” o TTFL por sus siglas en inglés. Asi,
un activador (complejo CYCLE-CLOCK) controla la expresién de
un represor (PER), cuyos niveles van aumentando hasta que es
capaz de interactuar con el activador en el nucleo, inhibiéndolo y
apagando la expresién del represor. Cuando esto ocurre, tanto el
MRNA de per como la proteina empiezan a decaer y desaparecer,
hasta que la inhibicién sobre el activador desaparece. Aunque en
general esto parece simple, es mucho mas complejo. Por ejemplo,
PER no actua solo, sino que su funcion como elemento negativo
es junto a la proteina TIMELESS (TIM). Por otra parte, hay una serie
de cambios postraduccionales (tales como fosforilaciones) en PER,
que son fundamentales para controlar su capacidad de entrar
al nucleo junto a TIM, y de inhibir CYCLE/CLOCK. A su vez, estas
fosforilaciones impactan sucesivas fosforilaciones, y en conjunto
controlan la vida media de PER. Asi, mutaciones que afectan algunos
de estos sitios que son fosforilados pueden impactar fuertemente
el periodo. De esta manera, no es sorprendente que, en la busque-
da de mutantes con periodo alterado, el laboratorio de Michael
Young identificara el gen doubletime (dbt), aislando mutaciones
que causaban una disminucion o aumento del periodo. De esta
forma, la secuenciacion de dbt permitié involucrar formalmente
a Caseina Quinasa 1 (CK1) como una proteina central en permitir
controlar el correcto funcionamiento del reloj (Young, 2000a3;
Allada et al., 2001). CK1 es una quinasa sumamente conservada
entre organismos, con una larga lista de proteinas blanco y que,
ademas, juega un rol clave en la regulacién de como funciona un
reloj circadiano, controlando eventos de fosforilacién en PER. Lo mas
sorprendente es concebir que, como se menciond anteriormente,
los componentes del reloj son distintos en hongos que en moscas
y también entre estos dos Ultimos y mamiferos. Sin embargo, la
I6gica de disefio en todos estos organismos sigue la del TTFL antes
descrito y también involucra quinasas, donde los homoélogos de
DBT (CK1) son también centrales. Sin duda, un increible ejemplo
de evolucion convergente (Rosbash, 2009).

Un dato anecdético, pero clave, es que los laboratorios de Mi-
chael Rosbash y Jeff Hall, ambos en Brandreis University (Boston)
empezaron a trabajar conjuntamente en definir los mecanismos
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moleculares del reloj circadiano en Drosophila (Rosbash, 2017b). Esta
colaboracion permitié combinar exitosamente los conocimientos
de genética clasica y neurogenética de Jeff Hall, y la experiencia
en expresién génica y biologia molecular de Rosbash, para lograr
clonar pery postular un mecanismo de retroalimentacién negativa
basado en transcripcién-traduccion.

Por otra parte, y casi de forma simultanea, en 1984 Michael Young,
en Rockefeller University, no solo también clonaba per, sino que
luego en 1994 identificaba timeless, para luego mostrar, como ya se
menciond, que dicho producto génico se asocia a PER, para poder
ambas actuar como elemento negativo bloqueando la expresion
de per (Dibner & Schibler, 2017).

Asi, todos estas publicaciones marcaron el comienzo de la era
molecular en el estudio de los relojes circadianos eucariontes,
seguidos muy de cerca por los hallazgos en el hongo N. crassa
(Dunlap, 2008).

Sin duda, el conocer los mecanismos del oscilador circadiano
permitié empezar a entender cémo se regulan diariamente una
serie de procesos de forma ritmica. Asi, se ha comprendido la
importancia de la regulacién circadiana en la fisiologia y el me-
tabolismo de mamiferos (Takahashi et al., 2008; Bass & Takahashi,
2010; Asher & Sassone-Corsi, 2015; Fitzgerald et al., 2015). Es mas,
estos estudios incluso han mostrado el efecto del reloj en la regu-
lacion de la microbiota intestinal, con el consecuente impacto en
el metabolismo, asi como la disrupcién de estos ritmos (por jetlag
crénico o mutaciones, etc.) pueden llevar a disbiosis y alteraciones
metabdlicas (Thaiss et al., 2014; Liang et al., 2015). De esta forma,
ya no resulta sorprendente que diversas patologias humanas
hayan sido conectadas a la disrupcién genética o ambiental de
la regulacion circadiana (Takahashi et al., 2008; Bass & Takahashi,
2010; Fitzgerald et al., 2015; Perelis et al., 2015; Bass & Lazar, 2016;
Paschos & FitzGerald, 2017). Por otra parte, se ha vuelto claro el
control circadiano del sistema inmune, con el consecuente efecto
en la respuesta a patégenos (Tognini et al., 2017), asi como de
procesos inflamatorios y reumatoides (Buttgereit et al., 2015; Rao
etal., 2016).

La descripcién molecular de estos relojes ha permitido entender
trastornos de ciclos de suefo vigilia, y poder identificar mutaciones
en componentes del reloj tales como PER o quinasas, que llevan a
problemas como el sindrome familiar avanzado de la fase del
suefo (Gallego & Virshup, 2007).

Asi, lo que comenzd hace mas de 30 aflos como la identificacion
de un gen en D. melanogaster, se ha transformado en una acabada

descripcion molecular de como el tiempo impacta una serie de
procesos y como estos a su vez impactan nuestra salud y calidad
de vida. De manera importante, algunos de estos nuevos estudios
han empezado a ser rdpidamente captados por la comunidad ge-
neral llevando a reformular dichos populares tales como“somos lo

"

que comemos”a“somos lo que comemos y cuando lo comemos"”.

Por lo tanto, es hora de comenzar a incorporar estos conceptos
circadianos en cdmo enfrentamos la ciencia experimental y la
clinica. jNo hay tiempo que perder!
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