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INTERACCIONES NEUROINMUNES EN EL
SISTEMA CIRCADIANO DE MAMIFEROS

Resumen
El sistema circadiano de mamiferos, controlado por los nicleos supraquiasmaticos
hipotaldmicos (NSQ), modula variables comportamentales, hormonales e inmunologicas.
Estas pueden, a su vez, modular la actividad de los NSQ por medio de vias de
retroalimentacion. En el presente trabajo estudiamos el efecto de dosis subpirogénicas de
lipopolisacarido (LPS) de E.coli y de citoquinas proinflamatorias sobre el sistema
circadiano de ratones C57Bl/6J.
La administracion de LPS (25png/kg, i.p.) produjo retrasos de fase CT 15 y no tuvo efectos
al administrarlo en otros horarios. Retrasos similares fueron obtenidos tras la
administracion endovenosa de LPS (25pg/kg) y «con la  administracion
intracerebroventricular (i.c.v.) de I[L-1beta y TNFalfa. Si bien esto permite calificar al LPS
y a las citoquinas como estimulos foticos, no se observaron efectos aditivos cuando LPS y
pulsos de luz fueron coadministrados, sugiriendo que existe alguna interaccion entre las
vias activadas por ambos estimulos.
A CT 15 el LPS produjo un aumento de la inmunoreactividad de c-Fos en la region dorsal
de los NSQ y la induccion de mPer en los nucleos paraventriculares hipotalamicos (NPV)
sugiriendo que estas zonas podrian ser las receptoras de la informacion proveniente del
sistema inmune. La administracion de sulfasalazina, un inhibidor del factor de
transcripcion NF-kB, disminuy6 significativamente el cambio de fase inducido por LPS,
indicando que esta via de transduccion de sefiales participa en la interaccion entre el
sistema inmune y el reloj biologico.
Analizamos el rol de los astrocitos como posibles mediadores de la interaccion inmune-
circadiana estudiando la expresion de GFAP en los NSQ y analizando la capacidad de
estas células de responder a citoquinas y LPS por medio de la activacion de NF-kB. El
analisis de la inmunorreactividad de GFAP fue realizado a lo largo del dia, mostrando una
tendencia a presentar variaciones con valores maximos a ZT3 y minimos a ZT21. La
presencia de NF-xB en astrocitos fue demostrada por inmunomarcacion en los NSQ y en
cultivos primarios de glia de NSQ. In vitro, la actividad kB aument6 aproximadamente 3
veces en respuesta a LPS y TNFa , y 1.7 veces con IL-1a.
Los resultados presentados permiten establecer un modelo de interaccion reciproca entre
los sistemas inmune y circadiano en el que el sistema circadiano modula variables
inmunologicas a lo largo del dia y éstas, a su vez, son capaces de informar al oscilador
central acerca de su situacion. Es probable que las respuestas del oscilador central
involucren la activacion del factor de transcripcion NF-kB y estén mediadas por los
astrocitos de los NSQ. La interaccion entre estos sistemas podria tener relevancia tanto en
condiciones normales como en condiciones patologicas.
Palabras Clave: supraquiasmdatico, LPS, NF-kB, citoquinas, reloj biologico, hipotdalamo.



NEUROIMMUNE INTERACTIOS IN THE
MAMMALIAN CIRCADIAN SYSTEM.

Abstract
The mammalian circadian system is controlled by the hypothalamic suprachiasmatic
nuclei (NSQ), modulating behavioural, hormonal and immunological variables. Many of
these variables can also modulate NSQ activity trough a feedback pathway. In the present
work we studied the efect of subfebrile doses of E.coli derived lypopolisaccharide and
proinflammatory cytokines on the C57B1/6J mice circadian system.
The intraperitoneal administration (i.p.) of LPS induced phase delays (-43£10 min.) on
the wheel running activity thythm when administered at CT 15 in a 25pg/kg dose, having
no effects at other circadian times. Similar delays were obtained after intravenous
administration (i.v.) of the same LPS dose or after the intracerebroventricular (i.c.v.)
administration of IL-lbeta and TNFalfa. Although this suggest that LPS and
proinflammatory cytokines might be considered as photic stimuli, we observed no additive
effects after light and LPS coadministration at CT15. This suggests that both pathways
interact at some point.
LPS administration at CT15 induced an increase in c-Fos immunoractivity in the dorsal
NSQ and mPer transcritpiton within the hypothalamic paraventricular nuclei (NPV)
suggesting that these may be the receptive areas for the incoming immune signals.
Administration of sulfasalazine, a potent NF-kB inhibitor produced a significant decrease
in the phase delays induced by LPS indicating that this transduction signaling pathway is
involved in the circadian-immune interaction.
We also analyzed the role of astrocytes as possible mediators in the inmune-circadian
interaction studying the glial fibrillary acidic protein (GFAP) expression within the NSQ
and analyzing also the capacity of these cells to respond to cytokines and LPS through
NF-«B activation. GFAP immunoractivity studies where performed through all the day in
Light:Dark conditions showing a trend to higher levels at ZT3 and lower levels at ZT21.
The presence of NF-kB in astrocytes was demonstrated by colocalization experiments
within the NSQ and in NSQ derived astrocyte primary cell-cultures. kB activity in vitro
augmented about 3 fold in response to LPS (2 pg/ml) and TNFa (20 ng/ml) and, 1.7 fold
with IL-1a (100 ng/ml).
These reults allow us to propose an interaction model between the immune and circadian
systems in wich the circadian system modulates immune variables throughout the day and,
in turn, these variables can modulate the circadian pacemaker’s activity. NF-xB
transcription factor is probably involved in this interaction and NSQ astrocytes are likely
to be the mediators. The interaction between these systems may be relevant in normal and
pathological conditions.
Key words: suprachiasmatic, LPS, NF-kB, cytokines, biological clock, hypothalamus.
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Introduccion



2.1. Nosotros en el Tiempo.

El tiempo es cosa seria. El tiempo es oro. El tiempo es vida. El tiempo es
muerte. El tiempo todo lo cura. El tiempo pasa. El tiempo te come. El tiempo lo dira.
Estamos matando el tiempo. Somos esclavos del tiempo.

No cabe duda de que el tiempo significa algo para todos nosotros... aunque en
realidad tengamos poca idea acerca de qué es realmente el tiempo. Sentimos su paso y
lo medimos pero definitivamente estamos perdidos en cuanto esa pregunta aparece.
(Qué es el tiempo? Probablemente existan tantas concepciones del tiempo como
culturas o religiones. Inevitablemente esta relacionado a nuestra historia como seres
individuales y como sociedades. Somos conscientes de nuestra historia - nuestro
pasado - y sabemos que al presente le sobreviene un futuro. Somos conscientes de
nuestra propia existencia en un presente del cual, engafiados por nuestros propios
sentidos, probablemente percibimos solo el pasado inmediato.

Hablar de tiempo es hablar de eso que nos rodea pero que no podemos definir
con claridad, es hablar de algo de lo que es mas comodo no hablar. Lo tnico que nos
permite el tiempo es, de una forma indirecta y arbitraria, medirlo. Lo medimos con
variable exactitud por medio de los cambios. Donde hay cambios, hay tiempo
transcurrido que puede ser medido. ;Y si no hubiera cambios, se detendria el tiempo?
Quién sabe.

Newton escribio “el tiempo absoluto, verdadero y matemdtico, por si mismo y
por su propia naturaleza, fluye uniformemente, sin relacion con nada externo”.

Por su parte, Einstein afirm6 que “la gente como nosotros, que cree en la
fisica, sabe que la distincion entre pasado, presente y futuro es solamente una ilusion

persistente y molesta”.



Boltzmann, para demostrar que la segunda ley de la termodinamica es
aplicable a modelos dindmicos, necesitaba probar de alguna forma que el tiempo en la
fisica newtoniana es irreversible. Dicen que obsesionado por esto y hostigado por sus
adversarios decidi6 acabar con su tiempo de forma irreversible.

Y ya que estamos husmeando en el terreno de la termodindmica, aqui el
tiempo podria darse como el aumento en la entropia universal. El obligado aumento
de la entropia (2% ley) lleva a pensar en un universo que se va desgastando (o
desordenando) o envejeciendo irreversiblemente y esto le da - queramos o no - una
direccionalidad o un sentido al tiempo. Pero en este campo, hasta el dia de hoy, nadie
pudo demostrar realmente la irreversibilidad del tiempo y mucho menos definir
claramente qué es. Es mas: pareciera que hasta el momento la mejor solucion al
problema es aceptar la existencia de muchas formas de tiempo o de diferentes
temporalidades organizadas jerarquicamente. Asi existiria una temporalidad diferente
para cada nivel de organizacion, desde las ondas electromagnéticas hasta el universo
entero (Fraser 1987)

Afortunadamente esta tesis no pretende (ni podria) ir tan lejos en su andlisis
del tiempo: simplemente pretende inmiscuirse en una minascula conversacion entre la
fisiologia animal y su entorno temporal. Teniendo en cuenta la importancia de este
entorno temporal para el ser humano - tanto en su fisiologia como en sus pautas
culturales -, resulta curioso que este tipo de “conversaciones” hayan sido olvidadas en
el ambiente cientifico hasta hace poco mas de 50 afios (con excepcion de algunos
pocos visionarios). Hasta fines del siglo XIX el estudio del tiempo era un area
reservada casi exclusivamente para los filosofos, luego fue abordada por los fisicos y
los quimicos a principios del siglo XX y recién a mediados del siglo pasado la

cronobiologia fue reconocida como una disciplina seria dentro de la biologia. En un



principio, dentro de esta disciplina, todo se trat6 de encontrar variables que tuvieran
ritmos circadianos, hasta que en la década de 1970 el estudio de los mecanismos
implicados en la generacion de dicha ritmicidad cobré importancia. Asi y todo, la
mayor parte de los cronobidlogos mantuvieron la mirada puesta en el contexto
temporal externo, hasta que se hizo evidente que los organismos vivos presentan una
gran diversidad de variables que oscilan en forma enddgena y que es necesaria cierta
coherencia temporal entre ellas para mantener la vida. Asi surge el concepto de
sincronizacion temporal interna, que resulta fundamental para los seres vivos y que
tiene que ver en parte con este trabajo.

Refiriéndose a “las multitudes de relojes endogenos™ de un organismo, Fraser
propuso que “la sincromizacion instante a instante que asegura la necesaria
viabilidad colectiva es el presente organico de todos los seres vivos. El
mantenimiento de su integridad es una condicion necesaria y suficiente para la vida.
Cuando no se mantiene adecuadamente sobreviene la enfermedad, la ausencia total
de coordinacion lleva a la muerte” (Fraser 1987).

La idea general implicita en este trabajo es que existe un reloj endégeno que
controla o sincroniza de alguna forma esa multiplicidad de variables ritmicas y que
para poder hacerlo eficientemente requiere de una retroalimentacion desde los
sistemas que controla. En particular, nos interesa el control que ejerce el reloj
biologico sobre el sistema inmunoldgico y, mas aun, la retroalimentacion que este
ultimo ejerce sobre el reloj. Esto quiere decir que este trabajo tiene un poco de
tiempos y relojes, otro poco de variables inmunes y todo mezclado por ese gran
organizador, el sistema nervioso central.

Pero antes de entrar en detalles “crononeuroinmunolégicos” y, dado que las

reflexiones acerca de su naturaleza acompaiaron al ser humano desde sus origenes,



intentaremos honrar al tiempo (sea lo que sea), relatando algunas pequenas historias
de esa grata compaiiia.

El cambio es un punto clave en la percepcion del tiempo. Para que el hombre
pudiera medir el paso del tiempo fue necesaria la existencia de cambios regulares vy,
hasta cierto punto, predecibles. En la actualidad nos parece absolutamente predecible
la llegada de un nuevo dia; sin embargo, en la mayoria de las civilizaciones antiguas
la llegada de un nuevo dia dependia exclusivamente de la voluntad de los dioses y era
por lo tanto predecible s6lo hasta cierto punto. Pero afortunadamente los dioses
fueron benevolentes y nos concedieron los dias, uno tras otro por unos cuantos miles
de afios. De cualquier manera, también existen en la Tierra muchos cambios regulares
facilmente perceptibles (y algunos no tan conspicuos). El movimiento rotatorio del
planeta nos da ciclos alternados de luz y oscuridad que son extremadamente regulares
y, como la velocidad relativa del sol es también constante, podemos dividir al dia en
segmentos definidos por la posicion del sol.

Esto llevo al hombre a construir los primeros relojes, los relojes de sol, hace
mas de 4000 afos (aunque nadie tiene muy claro para qué los querian). Existieron
también relojes asombrosos para medir tiempos mas largos como los solsticios, de los
cuales el monumento megalitico de Stonehenge es el mas famoso. Pero volvamos a
los relojes.

Los relojes se fueron haciendo cada vez mas y mas complejos y precisos.
Pudieron compensar las desviaciones introducidas por la latitud y finalmente se
hicieron relojes que no dependian del sol para dar la hora, con lo que podia medirse el
tiempo también durante la noche y en dias nublados. Esto llevo a la larga a que la
sociedad asumiera sin ningun tipo de duda que el tiempo real es aquél marcado por

los relojes — lo cual es algo muy discutible. Esta idea llegdé a un extremo cuando a



fines del siglo XIX se dividié por convencion al planeta en 24 husos horarios y se
determind que Greenwich sea el huso 0. Es curioso que en las antipodas de
Greenwich esta convencion gener6 una linea imaginaria en la cual hay una diferencia
de “un dia” entre lo que esta al este y al oeste de ella. Asi dos personas podrian estar
una a cada lado de la linea, mirdndose la una a la otra y tener un dia de diferencia
entre si. Bastaria que uno cruzara la linea para viajar en el tiempo (si los relojes fueran
realmente el tiempo).

Pero fuera de la obsesion humana por la relojeria, es indudable que “sentimos”
el paso del tiempo. Aun antes de la aparicion del reloj los hombres sabian que los
animales que cazaban estaban en distintos lugares y mas o menos activos o alerta a
distintas horas del dia y sin duda los cazaban en el momento conveniente. Lo mismo
valia pero a la inversa para los predadores peligrosos para los humanos. Cabe
preguntarse ademas si el hombre en aquellas épocas sabia en qué momento del dia
tenia que realizar diversas tareas (caza, recoleccion, etc.) para obtener un rendimiento
maximo o si simplemente se guiaba por los estimulos externos como la presencia o
ausencia de luz, presencia o ausencia de presas y predadores, etc.

Sin duda alguna nuestros antepasados percibieron que existian variaciones
regulares en su propia fisiologia hace ya mucho tiempo. Andréstenes, uno de los
cronistas de las expediciones de Alejandro Magno, relatd que las hojas y los pétalos
de la planta del tamarindo se movian a lo largo del dia “como saludando al sol”.
También entre los griegos, el poeta Hesiodo escribio, “las enfermedades caen sobre
los hombres, algunas de dia y otras por la noche” y esto fue aproximadamente 2500
afios antes que el médico aleman Christoph Hufeland escribiera “el periodo de 24
horas que se imparte a todos los habitantes de la Tierra por la rotacion uniforme de

la Tierra es especialmente distintivo para la economia fisica del hombre”.



Los hindues sittan el chacram superior en una region tal que bien podria
tratarse de la pineal y aseguran que presenta su mayor actividad durante la noche.
Todos estos notables observadores dieron cuenta de un sinnimero de ritmos en los
seres vivos. Estos ritmos biologicos incluian ciclos diarios, anuales, mensuales y a
veces ritmos mucho mas largos o cortos (ver tabla 2.1). Entre estas observaciones de
ritmos biologicos cabe destacar la de Sanctorius quien, obsesionado por saber si
existian variaciones en su peso antes y después de comer, se dedico a comer subido a
una balanza durante 30 afios llegando a la conclusién de que su peso variaba de
acuerdo con un ciclo de aproximadamente treinta dias. También hay que destacar el
reloj floral de Linneo que permitia, de acuerdo con la apertura de diversas flores
salvajes, conocer la hora con bastante precision. Hoy en dia clasificamos a estos
ritmos de acuerdo con el hecho de si su frecuencia esta por debajo o por arriba de las
24 horas. Asi los ritmos biolégicos pueden dividirse en ultradianos, con periodos
menores a un dia (frecuencias altas), circadianos con periodos cercanos a 24 horas ¢
infradianos con periodo mayores a un dia (frecuencias bajas). En particular, los ritmos
que nos interesan en lo que respecta a este trabajo son aquellos ritmos que presentan
un periodo de aproximadamente 24 horas.

Tabla 2.1. Clasificacion de los ritmos biologicos en funcion de sus periodos.

Tipo de ritmo Periodos variables
biologico
Ultradianos Menores a 24 hs. 0,1 segundos EEG
6 segundos Ritmo respiratorio
90 minutos Alternancia de estadosde sueflo
Circadianos 24 horas Ciclo suefo/vigilia

Ritmo de temperatura

Infradianos Mayores a 24 hs 3 dias Ciclos tercianos de Malaria
28 dias Ciclo menstrual
365 dias Hibernacion

2.2. El sistema circadiano.

2.2.1. Un poco mas de historia.



Como dijimos antes, los ciclos diarios fueron descriptos como ritmos bioldgicos hace
ya mucho tiempo. De hecho, son en general los ritmos mas conspicuos. Esto se debe
probablemente a la gran presion evolutiva que ejercid la presencia de una alternancia
entre luz y oscuridad que, con algunas pequefias variaciones, siempre fue cercana a 24
horas. No cabe ninguna duda de que este ciclo luz:oscuridad organizo a los seres
vivos obligandolos a ajustarse a €l.

Sin embargo en este punto cabe hacerse una pregunta: ;los seres vivos simplemente
responden a la presencia o ausencia de luz o son capaces de predecir esos cambios? Y
esto nos lleva a una segunda pregunta... que es por qué habriamos de hacer la primera
pregunta. La respuesta a la segunda es simplemente “por curiosidad” o puede ser que
alguna mente brillante haya pensado que si los seres vivos son capaces de predecir los
cambios regulares entonces podrian obtener un maximo provecho de su ambiente. Sea
como fuera, el astronomo francés J. J. de Mairan se hizo esta misma pregunta en 1729
mientras miraba a una planta que tenia en su observatorio que extendia sus hojas de
dia y las retraia de noche.

El experimento que siguié fue sencillo y la respuesta, sorprendente. Colocd a la
mimosa, que asi se llama la planta (Mimosa pudica), en un placard sin luz y observo
el movimiento de las hojas. Curiosamente la planta seguia extendiendo sus hojas
durante el dia y retrayéndolas durante la noche - aunque en realidad estaba siempre a
oscuras (figura 2.1). Esto lo llevo a concluir que de alguna forma la planta media el
tiempo sin la necesidad de la clave temporal externa aportada por la presencia o la
ausencia de luz. En otras palabras, la planta tenia un reloj interno que le decia si

deberia ser de dia (dia subjetivo) o de noche (noche subjetiva).



Figura 2.1. El astronomo Jack d’Ortus de Mairan hizo el primer experimento

realmente circadiano.

En su observatorio de Mairan observd que una mimosa (Mimosa pudica) extendia sus hojas
durante el dia y las retraia durante la noche. Para ver si este ritmo era de origen endogeno, aislé a
la planta del ciclo externo de iluminacién y la dejo en oscuridad constante. Notablemente los
ritmos en la posicion de las hojas se mantuvo demostrando por primera vez la existencia de un
reloj endogeno.

De Mairan publico sus conclusiones y la idea no cayé muy bien en general, a pesar de
su cordial invitacion a la comunidad cientifica toda a repetir y ampliar sus
experimentos. Que los seres vivos tengan relojes enddgenos que determinan su propio
tiempo es un concepto que no gusta mucho aun hoy en dia (quizas porque nos hace
pensar que el tiempo de afuera no es tan real y absoluto como nos gustaria que fuera).
Una de las principales criticas a de Mairan fue que no tuvo en cuenta en sus
experimentos las variaciones de otros factores externos como la temperatura
ambiental. Pero esto es facil de comprobar y en 1759 De Monceau demostrd que en
condiciones de luz y temperatura constantes los ritmos siguen presentes. De todas
formas, esta discusion acerca de una posible clave temporal externa no controlada

lleg6 hasta mediados del siglo pasado, época en la que se realizaron experimentos en



el espacio y en los polos con el objeto de minimizar el efecto de factores como el
campo magnético y la rotacion del planeta. Esta critica fue desterrada definitivamente
con la demostracion de la base genética de los ritmos endogenos.

El siguiente aporte fundamental fue realizado por De Candolle, quien en 1832
observo que los ritmos en condiciones constantes (ritmos en libre curso) tienen
periodos diferentes a 24 horas. Esto resultd clave para definir a los ritmos circadianos
(del latin circa = cercano, diem = dia), que son aquellos ritmos que se mantienen en
condiciones de libre curso y son por lo tanto generados por un reloj endoégeno cuyo
periodo es cercano a 24 horas. Y asi como existen ritmos infra y ultradianos existen
ritmos circanuales, circamensuales, circamareales (12 horas aproximadamente), etc.
Quiza uno de los motivos fundamentales del rechazo a la posibilidad de la existencia
de un oscilador endogeno capaz de modular variables fisioldgicas sin la necesidad de
claves externas tenga que ver con que en la misma época en la cual se empezaron a
encontrar ritmos endogenos para muchas variables, como el ritmo de temperatura
corporal en humanos descripto por William Ogle, las bases de la fisiologia sentadas
por Claude Bernard llevaban al concepto de homeostasis, introducido mas tarde por
Walter Cannon. El principio de homeostasis, de acuerdo al cual las variables
fisioldgicas tienden a mantenerse constantes, se oponia claramente a la existencia de
variaciones endogenas del medio interno. Una forma de congeniar estas diferencias
fue modificar el concepto de homeostasis y separarlo en dos. Por un lado
reconocemos actualmente una homeostasis reactiva que es la respuesta del organismo
frente a estimulos externos y que tiende a recuperar los valores “normales” de las
variables involucradas y, por otro lado, esta la homeostasis predictiva, que representa
la modificacion de las variables previendo cambios ambientales regulares. Dicho de

otra manera, un pequefio animal diurno es visto facilmente por sus predadores durante
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el dia, por lo que debe estar totalmente despierto una vez que amanece y, dado que el
despertar es en general un proceso complejo y que puede llevar cierto tiempo, es
mejor que este animal comience a despertar anfes de la llegada de la luz. Un reloj
enddgeno ciertamente lo ayudaria.

La ventaja adaptativa que aporta el tener un sistema circadiano no esta totalmente
demostrada todavia, pero existen algunos trabajos que sugieren que realmente
conviene tener un reloj adentro. Kondo y Johnson mostraron que si se ponen a
competir bacterias con diferentes periodos endogenos, “ganan” aquellas que tengan
un periodo de oscilacion mas cercano al del medio ambiente (Kondo et al. 1994;
Kondo y Ishiura 2000). Por otro lado, Patricia De Coursey demostrd que, una vez
liberadas, ardillas con el reloj endogeno lesionado son mas depredadas y se
reproducen menos que las ardillas normales (DeCoursey et al. 1997; DeCoursey y
Krulas 1998; DeCoursey et al. 2000). Se ha intentado también explicar la posible
ventaja evolutiva que aporta el sistema circadiano en términos simples. Si un roedor
nocturno sale de su madriguera muy temprano cuando todavia hay luz es probable que
sea saboreado por algin predador diurno. Entonces seria bueno poseer un reloj interno
que diga cuando hay luz fuera de la madriguera (sin tener que exponerse a la luz) y
que ese reloj pueda ponerse en hora si el animal sali6 a la luz a una hora no
conveniente. Efectivamente, el sistema circadiano cumple con estas caracteristicas, es
bastante preciso y puede ser puesto en hora y ajustarse incluso a las variaciones
estacionales del fotoperiodo.

Otra explicacion posible a la utilidad de un sistema circadiano es la sincronizacion
interna, que se refiere a que los proceso fisiologicos deben ocurrir en un determinado
marco temporal como para no interferir entre si y mantener un rendimiento elevado.

Pero esto puede ser considerado nada mas que una especulacion. Algo que si nos lleva
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a pensar que el sistema circadiano es realmente importante a nivel evolutivo es que se
encuentra en todos los niveles de la escala evolutiva, desde cianobacterias hasta
mamiferos (figura 2.2). No se salva nadie, ni hongos ni plantas; incluso surge algo
muy interesante: a pesar de las grandes distancias a nivel evolutivo, los mecanismos
involucrados en el funcionamiento de los relojes enddgenos son extremadamente
parecidos en animales tan diversos como moscas y mamiferos.

Veamos entonces de que se trata el sistema circadiano de mamiferos.

PLANTAE
Arabidopsis Algas marrones
Chlamydomonas Tetrahymena
Paramecium
ﬁsectos- Gonyaulax
Drosophila Dinoflagelados
ANIMALIA v
Mammalia- Algas marrones
Raton, Humano FUNGI Tetrahymena

PLANTAE

Neurospora
EUKARIOTA

Gonyaulax
Dinoflagelados
ANIMALIA

v4Igas rojas

Cyanobacteria Amebas

Synechococcus Kinetoplastidos
Euglena

EUBACTERIA

Giardia

E. coli Trychomonaas

Figura 2.2. El sistema circadiano se encuentra en todos los niveles de la

escala evolutiva.

Se han descrito ritmos circadianos en una gran variedad de seres vivos (marcados en azul),
desde cianobacterias hasta mamiferos. Los representantes mas estudiados de los diversos
grupos evolutivos se encuentran resaltados en rojo. Llaman la atencion la presencia de ritmos
circadianos en seres vivos cuyo ciclo de vida es menor a 24 horas (cianobacterias) y la
similitud de la organizacion de los sistemas circadianos entre seres cuya historia evolutiva se
separ6 hace varios millones de afios.
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2.2.2. El Sistema Circadiano en mamiferos.

Por lo visto anteriormente queda claro que los seres vivos tienen un reloj
endogeno que es capaz de aportar claves temporales endogenas y modular numerosas
variables fisiologicas y comportamentales. Los ritmos diarios observables en los seres
vivos son por lo tanto el resultado de la interaccion entre el medio ambiente y las
variables ritmicas, entre éstas y el reloj endogeno y entre éste ultimo y el medio
ambiente. En condiciones de libre curso (cuando las variables externas se mantienen
constantes), el componente ambiental es eliminado y el ritmo de salida queda
determinado exclusivamente por la interaccion entre la variable en estudio y el reloj.

Esta serie de consideraciones nos llevan a plantear un sistema de varios
componentes conocido como el sistema circadiano. Para describirlo comenzaremos
con el componente central, el reloj, o marcapasos principal. Este reloj es, hasta cierto
punto, independiente del medio ambiente y por lo tanto se mantiene en
funcionamiento aun en condiciones constantes. Una caracteristica notable del reloj
biologico es que puede compensar los cambios de temperatura en un rango bastante
amplio, cosa bastante poco comun en los procesos biologicos. Este marcapasos aporta
claves temporales endogenas y modula las variables ritmicas que podamos medir.
Para que esto ocurra es necesario que exista alguna via de salida del reloj que se
articule con las variables observables. Esta salida es el segundo elemento del sistema
e incluye tanto a las salidas directas del reloj (humorales o conexiones neurales) como
a variables conectadas en forma indirecta por medio de otras hormonas, 6rganos o
comportamientos. Por ultimo, mencionamos anteriormente que existe una cierta
interaccion entre el oscilador central y el medio ambiente y también que los ritmos en

condiciones de libre curso presentan algunas diferencias con respecto a los ritmos en
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condiciones de luz-oscuridad. Esto puede entenderse planteando la existencia de una
via que conecte al medio ambiente con el reloj, a la cual llamaremos via de entrada
del sistema.

Como se puede observar en la figura 2.3A, queda configurado un sistema
circadiano con tres componentes criticos: la via de entrada, el oscilador central y la
via de salida. Podemos decir entonces que el reloj bioldgico modula las variables de
salida pero lo hace teniendo en cuenta las claves temporales externas o zeitgeber (del
aleman zeit = tiempo y geber = dador) que le llegan desde el medio ambiente. Este
esquema organizativo del sistema circadiano fue popularizado por Arnold Eskin y se
lo conoce como el “eskinograma”; si bien resultd de gran utilidad, presenta un
modelo de sistema circadiano extremadamente simplificado con respecto al modelo
que podemos plantear hoy en dia.

En un principio, el medio ambiente se referia al medio externo al individuo e
incluia a factores tales como la luz, la temperatura, interacciones sociales y otros
estimulos capaces de modificar los parametros de los ritmos circadianos. Sin embargo
rapidamente se hizo evidente que el medio interno también era capaz de alterar la
funcion del oscilador central, con lo que la entrada del sistema circadiano incluye
ahora tanto componentes exdgenos como endogenos. Una segunda complicacion al
esquema inicial se incorpor6 cuando surgieron evidencias de la capacidad de algunas
variables de salida de alterar al oscilador central, lo que las ponia claramente en un rol
de via de entrada ademas de salida. Asimismo, algunas variables ambientales afectan
directamente a los ritmos, sin que esta interaccion esté mediada por el oscilador
central. Para complicar aiin mas las cosas, en la actualidad existen componentes que

no terminan de ser encasillados dentro de la entrada, la salida o del marcapasos. Es
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por esto que propuso un modelo modificado del eskinograma en el cual existen zonas

de interaccion entre todos los componentes del sistema (Dunlap 1999) (figura 2.3B).

Enmascaramiento

Ritmos de
Salida
. Actividad locomotora
Z eltg eb er - £ Bebida y alimentacion
Conducta reproductiva

Niveles hormonales
Otros

Zeitgeber

Figura 2.3. El sistema circadiano esta compuesto por tres partes elementales, el oscilador

central y vias de entrada y salida.

A) Esquema simplificado del sistema circadiano conocido como eskinograma. Un marcapasos u oscilador
enddgeno aporta claves temporales endogenas por medio de las cuales modula la fisiologia del organismo. Las
variables ritmicas observadas (por ej. la actividad locomotora) corresponden a la salida del sistema y los
mecanismos involucrados en la sincronizacion del marcapasos a la via de entrada (por la via activada por la
Iuz). Los agentes sincronizadores son conocidos como zeitgebers y en algunos casos ademas de actuar sobre
el marcapasos pueden actuar sobre la salida generando un efecto de enmascaramiento. B) Siendo el
eskinograma una simplificacion extrema del sistema circadiano, Dunlap propuso un esquema similar pero
contemplando la interaccion entre los tres componentes.

El gran aporte del eskinograma radicd en que permitid disecar el sistema de
forma tal de hacer posible la deteccion de sus componentes a nivel molecular y
farmacoldgico. Dicho de otra forma, las mutaciones, drogas o tratamientos capaces de
alterar el periodo o de producir arritmicidad, estarian vinculados probablemente al
mecanismo oscilatorio del marcapasos. Aquellos que simplemente cambiaran la fase o

modificaran el cambio de fase inducido por algin otro estimulo estarian vinculados
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probablemente a la via de entrada. Por el contrario, aquellos estimulos que
modificaran la amplitud, la fase o la ritmicidad, pero en forma temporaria, estarian
vinculados con la salida. Estos no representan criterios inequivocos ya que un
componente del oscilador central debe cumplir numerosos requisitos para ser
considerado como tal (Zatz 1992b) y un cambio de fase puede deberse tanto a un
efecto sobre la via de entrada como a una alteracion directa en alguna variable de
estado del mecanismo del oscilador.

La modificacion temporaria de la fase, la amplitud o la ritmicidad se denomina
enmascaramiento (Aschoff 1960) y es un fenomeno de gran importancia, inevitable
para individuos que viven en condiciones ambientales normales y muchas veces
inevitable también en condiciones de laboratorio. Por otra parte el estudio del
enmascaramiento puede darnos algunas claves acerca de la interconexion entre el
oscilador y las variables de salida.

Fue en este marco conceptual que se definieron las preguntas claves de la
cronobiologia:

e ;Donde esta el reloj?

e ;Como funciona el reloj?

e ;Como se sincroniza el reloj con el medio ambiente (externo e
interno)?

e ;Como modula el reloj el comportamiento y la fisiologia del
individuo?

Asi fue que los cronobiologos salieron a buscar agentes capaces de sincronizar
los ritmos circadianos, mutantes o lesiones de algunas areas que generaran animales

arritmicos o con periodos extrafios para tratar de poder identificar anatdémica y
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genéticamente al reloj biologico y tratamientos que modifiquen el acoplamiento entre

el reloj y la salida.

2.2.3. Relojes endogenos.

Una vez aceptado el origen enddgeno de los ritmos circadianos el siguiente
gran objetivo fue el de localizarlo. Curt Richter, un pionero entre los “bio-relojeros”,
realiz6 una serie de experimentos a principios del siglo XX con los que pretendia
determinar la localizacion del reloj biologico de ratas realizando lesiones o extirpando
areas cerebrales y analizando qué efecto tenian estos tratamientos sobre los ritmos
circadianos. Con esto pudo concluir que existen ciertas areas hipotalamicas
probablemente responsables de la generacion de los ritmos circadianos. El siguiente
paso importante tardd bastante en llegar y requirio de la utilizacion de marcadores
neuronales anterégrados. Dado que la luz es el principal sincronizador del sistema
circadiano, Moore y Lenn optaron por administrar un marcador anterégrado en los
ojos y localizar el destino de la proyeccion. Afortunadamente, como se puede ver en
la figura 2.4A y B, la via principal es una conexion directa entre la retina y el
hipotalamo llamada haz retinohipotalamico (TRH), que finaliza en unos pequefios
nucleos ubicados justo por encima del quiasma Optico llamados nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) (Moore y Lenn 1972). Experimentos posteriores mostraron
que los NSQ aislados del resto del cerebro o mantenidos in vitro entran en libre curso
(Inouye y Kawamura 1979; Newman 1991) y que la lesion bilateral de los NSQ lleva
a la arritmicidad circadiana, la cual se recupera mediante el transplante de NSQ
fetales (Rusak y Zucker 1979; Drucker-Colin et al. 1984; Lehman et al. 1987;

Aguilar-Roblero et al. 1994).
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La deteccion de animales mutantes con alteraciones en el sistema circadiano
fue crucial para la cronobiologia. Por un lado confirmé definitivamente el caracter
endogeno del reloj biologico dandole un sustrato genético y, por otro, permitid
realizar los experimentos definitivos que llevarian a la identificacion anatomica y

funcional del reloj central.

B

Figura 2.4. EL reloj endogeno principal en los mamiferos son los NSQ y su

principal via de entrada es de la retina via el TRH.

A) Esquemas de cortes longitudinales y coronales mostrando la ubicacion de los NSQ (en rojo), el
quiasma optico (OX, en verde) y la via de entrada desde la retina por medio del TRH.

B) Fotografias de la vista ventral de cerebros de animales transgénicos en los que las células
ganglionares que proyectan de la retina a los NSQ expresan actividad Pgalactosidasa (revelada en
azul). En la foto de la izquierda la flecha negra sefiala la ubicacion de los NSQ. La foto derecha
corresponde al mismo cerbro a mayor aumento. (Modificado de Hattar et al., 2002).

C) Actogramas que muestran el experimento que demostré definitivamente la necesidad y
suficiencia de los NSQ en la generacion de ritmos circadianos de actividad locomotora en rueda.
Los NSQ de hamsteres normales fueron lesionados (NSQx) y una vez perdidos los ritmos
circadianos los animales fueron tranplantados con NSQ (T) provenientes de animales mutantes de
periodo corto. Los animales recuperaron la ritmicidad pero con el periodo de los donantes. En el
actograma de la derecha se observa el mismo resultado para el experimento cruzado. (Modificado
de Ralphy Lehman, 1991).
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La demostracion definitiva de la funcién marcapasos de los NSQ fue realizada
por Martin Ralph y colaboradores valiéndose de hdmsteres mutantes denominados
Tau cuyo periodo es significativamente mas corto que el de la cepa salvaje. Al
trasplantar NSQ fetales de estos animales en animales de cepa salvaje con lesion
completa de los NSQ observaron que los animales trasplantados recuperaron la
ritmicidad circadiana pero con los parametros del donante (figura 2.4C). El
experimento inverso con la cepa salvaje como donante y la Tau como receptora dio el
mismo resultado (Ralph et al. 1990). Desde ese entonces, el rol de los NSQ como
marcapasos fue confirmado por una enorme cantidad de trabajos y las evidencias son
tan concluyentes que se puede decir que ninguna otra estructura cerebral los supera en
cuanto a ejemplo de localizacion funcional.

Los NSQ estan ubicados por encima del quiasma Optico, en contacto con el
extremo ventral del tercer ventriculo en el hipotdlamo ventral anterior. Son muy
compactos y en roedores contienen alrededor de 10.000 neuronas cada uno. A pesar
de su pequefio tamafo, su gran heterogeneidad los transforma en estructuras de una
complejidad asombrosa. El andlisis neuroanatdmico, electrofisioldgico e histoquimico
permite subdividirlos en por lo menos dos regiones: la zona ventrolateral, también
llamada core (centro), que tiene alta densidad celular, alta densidad de terminales del
TRH, alto contenido del péptido vasoactivo intestinal (VIP) y del péptido liberador de
gastrina (GRP) y la zona dorsomedial, también llamada shell (corteza), que presenta
alto contenido de calbindina (CALB), arginina vasopresina (AVP) y somatostatina y
menor densidad de aferencias retinianas (figura 2.5) (para una revision (van den Pol
1991; Inouye y Shibata 1994).

La capacidad de los NSQ de generar y mantener ritmos circadianos es una

propiedad intrinseca de las células que los componen (Welsh ef al. 1995). Al disociar
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los NSQ, las células individuales mantienen la capacidad de generar ritmos
circadianos pero los periodos observados para distintas células provenientes de un
mismo nucleo pueden variar entre 23.25 y 25.5 horas aproximadamente. El periodo de
las oscilaciones de los NSQ y, por lo tanto, de los ritmos de actividad locomotora en
libre curso corresponde al promedio de los periodos de las células aisladas (Liu ef al.
1997; Herzog et al. 1998). El mecanismo por el cual las neuronas de los NSQ se
acoplan para dar al nticleo entero un unico periodo de oscilacion es enteramente

desconocido.

NEURONAS

DEL CORE AFERENTES
GABA - VIP - GRP DEL SHELL

CALR - CALB . "GAL — Hipotalamo

AFERENTES

DEL CORE ' 3 NEURONAS DE
: SHELL

All - CALB

Figura 2.5. Subdivisiones neuronales de los NSQ y sus aferencias.

Los distintos graficos ejemplifican la distribucion de las subdivisiones a lo largo del eje antero-
posterior de los NSQ de rata. En azul se destaca la zona ventrolateral (core) y en rojo la zona
dorsomedial (skell). Los cuadros con flechas que llegan a los NSQ detallan las vias de entrada a
cada subdivision de los NSQ y el principal neurotransmisor involucrado. Los cuadros sin flechas
asociadas detallan los marcadores caracteristicos de cada zona. Modificado de (Abrahamson &
Moore, 2001).

Los NSQ fueron considerados los tinicos marcapasos del sistema circadiano
por mucho tiempo hasta que, recientemente, otros osciladores circadianos fueron

descriptos tanto en SNC como en drganos periféricos. El oscilador circadiano en la
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retina fue el primer oscilador “secundario” descripto en el SNC (Tosini y Menaker
1996) y a ésta le siguio el bulbo olfatorio (Granados-Fuentes et al. 2004a; Granados-
Fuentes et al. 2004b). En la periferia se hallaron osciladores circadianos secundarios
en musculo, higado, pulmén y corazon, entre otros tejidos (Yamazaki et al. 2000; Yoo
et al. 2004). Sorprendentemente, se hallaron lineas celulares provenientes de tejidos
periféricos (fibroblastos, hepatocitos, etc.), capaces de mantener ritmos circadianos en
cultivos (Balsalobre et al. 1998). Todos estos hallazgos nos obligan a admitir que el
sistema circadiano es un sistema extremadamente complejo integrado por un gran
numero de osciladores (6rganos y células aisladas) organizados en forma jerarquica
tal que existen osciladores centrales capaces de sincronizar a un grupo de osciladores
esclavos o secundarios que a pesar de tener la capacidad de oscilar
independientemente requieren de una sefial sincronizadora para generar y mantener

las oscilaciones (figura 2.6).

Si bien existe un gran numero de ritmos circadianos que responden a las
oscilaciones de los NSQ, existen algunos que no dependen de ellos. El ejemplo mas
claro es la anticipacion al alimento en la que los animales despliegan una actividad
anticipatoria a la obtencion de alimento cuando éste se le presenta a intervalos
regulares de entre 22 a 31 horas (Stephan 1984). Esta actividad anticipatoria al
alimento se mantiene aun en animales con lesion total de los NSQ por lo que se ha
propuesto que se trata de un ritmo circadiano generado por un reloj independiente de
los NSQ al que se denomina FEO (del inglés feeding entrainable oscillator) (Stephan
1992a, b; Mistlberger 1994). Existen otros ritmos circadianos en los cuales la
dependencia con respecto a los NSQ no ha sido claramente determinada; asimismo,
existen evidencias contradictorias, como las correspondientes a las oscilaciones de

algunas variables inmunologicas (Depres-Brummer et al. 1997; Filipski et al. 2004).

-21-



Agentes sincronizadores no foticos

LUZ

Hipotalamo, Hojuela
intergeniculada y otras
aferencias

N . ——

Retin

-~
v

Osciladores Periféricos

PP

Ritmos de salida observados

Melatonina

Figura 2.6. El sistema circadiano es un sistema jerarquico de multiples osciladores.
Esquema del sistema circadiano de mamiferos en el que se representa a los NSQ como osciladores centrales
capaces de sincronizar a varios osciladores periféricos.Los ritmos de las variables de salida pueden ser
modulados a su vez por estos osciladores periféricos o directamente por los NSQ. La retina se comporta como un
oscilador secundario y es la via de aferencia principal de la sefial fotica aunque no esta determinada con claridad
la capacidad de control de los NSQ sobre ella. También se detallan las vias de entrada no féticas por medio del
estructuras talamicas e hipotalamicas.
Es posible que existan numerosas vias de retroalimentacion en todos los componentes del sistema que fueron
excluidas para mantener la simplicidad del esquema.
(Modificado de Dunlap et al. 2004)

2.2.4. El reloj molecular.

Entonces sabemos ahora déonde esta localizado el reloj principal, que el
sistema circadiano es en realidad un sistema con multiples osciladores que interactian
entre si y que aun células individuales pueden comportarse como osciladores. Y esto
nos lleva necesariamente a pensar que existe un mecanismo intracelular capaz de
generar y mantener oscilaciones circadianas. ;Cudl es ese mecanismo?

Las estrategias utilizadas para encontrar los mecanismos moleculares

responsables de las oscilaciones circadianas fueron diversas. Retomando el
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eskinograma como modelo, una de las estrategias fue la de un acercamiento gradual
desde las vias de entrada y salida hacia el oscilador. La idea inmanente en esta
estrategia es que profundizando en el conocimiento de las vias de entrada o de salida
del sistema, necesariamente se llegaria en algin momento al mecanismo central de
oscilacion. Si bien esta estrategia no fue muy util para comprender la base del
oscilador, aportdé una gran cantidad de informacién acerca de las vias de
sincronizacion del sistema.

La genética directa y la genética reversa fueron también empleadas como
estrategias en la busqueda de los engranajes del reloj. Si bien las dos hicieron
importantes aportes a la cronobiologia, la genética directa fue definitivamente la que
aport6 las piezas claves del rompecabezas. Sin embargo, es necesario tener en cuenta
que lo que permitié6 que las respuestas se develaran en forma vertiginosa fue la
increible semejanza entre los relojes de diferentes organismos. Los engranajes que
constituyen el mecanismo relojero en moscas son practicamente idénticos a los de
mamiferos y el mecanismo general de funcionamiento es incluso similar en bacterias.
Todos los relojes biologicos descriptos hasta el momento se basan en un sistema de
ciclos de retroalimentacion negativa y positiva que interactuan entre si (ver revisiones
en (Dunlap 1999; Young 2000; Young y Kay 2001; Guido y de la Iglesia 2002; Panda
et al. 2002). El sistema basico consta de un ciclo de retroalimentacion negativa en el
que un componente positivo promueve la sintesis de un componente negativo que, al

acumularse, reprime su propia sintesis (figura 2.7A).
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Figura 2.7. El reloj molecular de mamiferos.

Tres esquemas que muestran al reloj molecular con diversos grados de complejidad. Es probable que atn el esquema
mas complejo resulte extremadamente simplista. A) Esquema general del reloj molecular aplicable a todos los relojes
moleculares estudiados hasta este momento. Uno o mas componentes positivos (factores de transcripcion) inducen la
expresion de genes de salida y también de genes relojeros que producen los componentes negativos capaces de
bloquear la actividad transcripcional del componente positivo. A su vez los componentes negativos podrian modular
la expresion de los componentes positivos. B) Esquema del reloj molecular de mamiferos en el que se detallan los
componentes positivos, los negativos y los mecanismos que modulan su estabilidad, localizacion y expresion.
Brevemente, el complejo CLOCK/BMAL (BCC) es un factor de transcripcion capaz de inducir la expresion de los
componentes negativos (PER y CRY), de Rev-Erba una proteina capaz de bloquear la expresion de BMAL y de
componentes de salida como AVP. La enzima CKle es capaz de fosforilar a la proteina PER disminuyendo su
estabilidad y demorando por tanto su entrada al nticleo luego de dimerizarse con CRY. Una vez en el nticleo PER y
CRY bloquean la actividad transcripcional de BCC e inducen la expresion de BMAL. C) Un esquema que presenta
una vision mas simple del reloj molecular de mamiferos mostrando claramente los ciclos positivo y negativo
interconectados.

Si bien los nombres y la cantidad de los engranajes presentes cambian a lo largo de la
escala evolutiva, el principio es siempre el mismo. Esto resulta sorprendente teniendo

en cuenta que entre moscas y mamiferos los nombres casi no cambian a pesar de 550
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millones de afios de separacion en la historia evolutiva (tabla 2.2). En moscas, los
componentes positivos principales son Clock y Cycle y los negativos son Per, Tim y
Cry mientras que en mamiferos los componentes positivos principales son Clock y
Bmal (homologo de cycle) y los negativos serian Perl, Per2 y Cryl. Se han
encontrado muchos otros componentes, algunos de los cuales estan involucrados en la
regulacion de la estabilidad de los transcriptos y productos proteicos de los
componentes positivos y negativos. Esta regulacion post-transcripcional es la que

determina el periodo de las oscilaciones.

La genética directa es una estrategia rapida en moscas pero extremadamente
laboriosa y lenta en mamiferos. Sin embargo fue esta estrategia la que llevo al
clonado del primer gen relojero en mamiferos. Los mutantes clock (del inglés
Circadian Locomotor Output Cycle Kaput), cuyo periodo es de 24,6 horas,
significativamente mas largo que en los ratones normales, fueron generados por
mutacion inducida (Vitaterna et al. 1994). La mutacion fue mapeada y ubicada en la
zona central del cromosoma 5 y posteriormente el gen Clock fue clonado y
secuenciado (Antoch et al. 1997; King et al. 1997a; King et al. 1997b). El producto
proteico del gen Clock es una proteina de la familia PAS (en referencia a las proteinas
PER, ARNT y SIM de Drosophila que contienen este dominio) con un dominio b-
HLH (del inglés basic-Helix-Loop-Helix) y capacidad de activacion transcripcional.
PAS es un dominio de dimerizaciéon que permite la unidon a otras proteinas con
dominio PAS y el dominio bHLH permite la unién al DNA. La presencia del dominio
PAS es una caracteristica muy conservada en los genes relojeros desde hongos a
mamiferos y su combinacion con el dominio bHLH es comiin en estos factores de
transcripcion que incluyen a muchos de los componentes positivos de los osciladores

circadianos (Reppert y Weaver 1997). La presencia de un dominio PAS en CLOCK
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llevé a la busqueda de un compafiero de dimerizacioén cuyo candidato mas reconocido

es B-MALI, también llamado MOP3 (Gekakis et al. 1998; Hogenesch et al. 1998;

Honma et al. 1998). El dimero CLOCK/BMAL-1 es capaz de unirse al DNA en

regiones que contengan cajas E cuya secuencia consenso es CACGTG y activar la

transcripcion de los genes asociados a ellas (Hao et al. 1997; Kako y Ishida 1998; Jin

et al. 1999; Darlington et al. 2000; Munoz et al. 2002). Esto los convierte en buenos

candidatos a ser los componentes positivos del ciclo de retroalimentacion negativa

que mencionamos anteriormente.

Tabla 2.2. Componentes del reloj molecular de mamiferos y de Drosophila.

- Proteinas Mutantes en .
Familia - , Propiedades
Drosophila Mam. mamiferos
CLOCK CLOCK Periodo !argo, luego Expresmn COHStlt}ltlY?. Seune a BMALlo2e¢
arritmico induce la transcripcion de Per, Cry, Rev-erba
bHLH-PAS
BMALI El mRNA cicla con maximos por la noche. Se
CYCLE Arritmico une a Clock para ejercer actividad
BMAL2 o
transcripcional en genes con elemento E.
PERI szﬁﬁsgsrtzlyd?ﬁio Las proteinas y el mRNA ciclan. Se unen a
PER-PAS PER PER2 ’ Cry e inhiben su propia sintesis. Inducen la
mutante de Perl y 2 es it
o expresion de BMALL.
PER3 arritmico
CRY1 Cry1 tiene periodo
corto, Cry2 tiene : s
. S El mRNA cicla. Se une a PER y lo estabiliza.
Flavoproteinas CRY CRY?2 %‘Zré(l’:i’n lljltr;‘%;)tg’;l Inhibe la transcripcion de Per y Cry.
arritmico.
Caseina CQle . Expresion constitutiva. Fosforila PER
. DBT Periodo corto (T o
Quinasa CQ1d eriodo corto (Tau) afectando su estabilidad.
Factor de . ., .
transcripeion b- VRILLE EABPA4 Suprime la expresion de Perl en cultivos
celulares.
ZIP
Receptor REV- , El mRNA cicla. Induce la transcripcion de
nuclear Periodo corto
, ERBa Bmall.
huérfano

Al clonado de Clock le siguid el de los genes Per — que presentan tres

variantes en mamiferos (Albrecht et al. 1997; Shearman et al. 1997; Sun et al. 1997,
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Tei et al. 1997; Zylka et al. 1998b) - y el del gen Tim (Koike et al. 1998; Sangoram et
al. 1998; Zylka et al. 1998a). El clonado de los genes Perl y Tim en mamiferos fue
facilitado en gran medida por la alta homologia que tienen respectivamente con los
genes Per y Tim de Drosophila que habian sido descriptos previamente (Konopka y
Benzer 1971). Posteriormente se agregaron a esta lista los genes Cryl y 2 que, si bien
habian sido descriptos anteriormente en mamiferos, no habian sido vinculados al
sistema circadiano (Miyamoto y Sancar 1998; Thresher ef al. 1998; Kume et al.
1999).

Si bien conocemos en la actualidad unos cuantos componentes del reloj
molecular, estamos lejos de entender su funcionamiento por completo. Sin embargo,
existe cierto consenso en la comunidad cronobioldgica como para plantear un modelo
del funcionamiento del reloj molecular en mamiferos (figura 2.7B). De acuerdo con
este modelo, la generacion de las oscilaciones depende de un componente positivo
generalmente compuesto por un heterodimero formado por CLOCK y BMAL-1, que
es un factor de transcripcion capaz de inducir la expresion de los componentes
negativos, los genes Per y Cry (Hogenesch et al. 1998; Sangoram et al. 1998). Una
vez sintetizadas, las proteinas PER y CRY son capaces de formar heterodimeros que
entran al niicleo y reprimen su propia sintesis, inhibiendo la actividad transcripcional
del dimero CLOCK/BMAL-1. Esta secuencia genera un ciclo de transcripcion de los
genes Per y Cry, la que lleva a un ciclo en los niveles de sintesis de sus productos
proteicos. Normalmente un ciclo de este tipo podria completarse en apenas algunas
horas pero en este caso la acumulacion de PER1 y CRY en el citoplasma es retardada
por modificaciones transcripcionales que las hacen inestables aumentando su
degradacion. La mutacion Tau, que genera hamsteres de periodo muy corto, fue

mapeada recientemente y llevo a la identificacion de un gen cuyo producto proteico es
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la caseina kinasa le (CKlg), una enzima que puede fosforilar a PER aumentando su
tasa de degradacion y es homologa a DOUBLETIME en moscas (Lowrey et al. 2000;
Young 2000). Esto hace que exista una demora hasta que la concentracion del dimero
PER/CRY se halle en el citoplasma en concentraciones suficientes como para entrar al
nucleo y ejercer su efecto represor. Esta demora es una de las principales causas que
hacen que el periodo de esta oscilacion sea circadiano y no menor.

Con respecto al mecanismo por el cual PER y CRY son capaces de inhibir la
actividad transcripcional de CLOCK/BMALI sabemos poco y nada. De hecho no esta
muy claro cudl es exactamente el rol de las tres variantes de PER y las 2 de CRY en
este ciclo. De acuerdo con un trabajo de Reppert y colaboradores, CRY seria el
componente negativo propiamente dicho, PER1 estaria involucrado en el control de
proteinas controladas por el reloj como la vasopresina y PER3 (Jin et al. 1999), y
PER2 participaria de un segundo ciclo (en este caso de retroalimentacion positiva)
estimulando la transcripcion de Bmall (Shearman et al. 2000b). Con respecto a Cryl
y 2, se sabe que son mutuamente redundantes; la presencia de por lo menos una de
ellas resulta fundamental para mantener el circuito de retroalimentacion negativo
funcionando. Esto se puso en evidencia al observar que los knock-outs de uno sélo de
los genes no pierden su ritmicidad mientras que esto si ocurre en el doble knock-out
Cryl™” / Cry2" (van der Horst et al. 1999; Vitaterna et al. 1999). La funcién de PER3
no ha sido determinada claramente hasta la actualidad y parece no ser muy relevante
en el mecanismo de oscilacion molecular (Shearman et al. 2000a).

Recientemente se agrego a la lista de genes relojeros un componente nuevo.
Rev-Erba, un receptor nuclear huérfano, es un gen cuya expresion es activada por el
dimero CLOCK/BMALLI y es capaz de reprimir la sintesis de Bmal actuando sobre los

elementos de respuesta a Rev-Erb/ROR presentes en el promotor de Bmall (Preitner
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et al. 2002; Ueda et al. 2002). Esto hace que cuando los niveles de PER y CRY estan
altos, la expresion de Bmal sea minima. Esta interaccién entre los ciclos de
retroalimentacion negativa y positiva hace que los componentes positivos se expresen
en antifase con respecto a los componentes negativos, lo que se ve reflejado en un
ritmo circadiano con maximos durante el dia para Cry, Perl, 2 y 3 y con maximos
durante la noche para Bmall (en mamiferos la expresion de Clock es constitutiva o
presenta oscilaciones circadianas de muy baja amplitud). Este mecanismo genera
oscilaciones mas robustas, impidiendo el efecto de amortiguacion que se veria en caso
de haber un tnico ciclo de retroalimentacion negativa. Dentro de este modelo, la
regulacién de las variables de estado del sistema, tales como la tasa de produccion, la
actividad especifica y la estabilidad de los elementos positivos y negativos, permite
modular parametros de las oscilaciones incluyendo la fase y el periodo (Guido y de la
Iglesia 2002). Asi es que puede considerarse que la generacion de un ritmo en
particular es una propiedad intrinseca de las células reloj y que éstas pueden ser
sincronizadas por sefales extracelulares mediadas por diversos mecanismos de

transduccion, capaces de modificar las variables de estado del sistema (Dunlap 1999).

2.2.5. Sincronizacion fotica y no fotica.

Desde el momento en que De Candolle observoé en 1832 que los ritmos en
condiciones de libre curso tenian un periodo diferente al de los ritmos en condiciones
normales de luz:oscuridad, se hizo evidente que, en situaciones normales, los ritmos
biologicos estaban siendo sincronizados por la luz. En el transcurso del siglo XX se
hicieron muchos experimentos para entender las caracteristicas y los mecanismos
implicados en el proceso de sincronizacion. Los primeros experimentos mostraron

que el sistema no es igualmente sensible a la luz a cualquier hora del dia; de hecho, la
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respuesta puede ser totalmente opuesta entre dos horarios diferentes. En hamsteres se
observo que pulsos de luz administrados durante el dia subjetivo no tienen efecto
alguno sobre los ritmos de actividad locomotora mientras que al comienzo de la noche
subjetiva producen retrasos de la fase y, si son aplicados en el final de la noche
subjetiva, se obtienen avances de la fase. Se observaron resultados similares en otros
roedores nocturnos y diurnos. Estos primeros experimentos definieron lo que se
denomind curva de respuesta de fase (CRF) que representa el efecto de un tratamiento
sobre la fase de un ritmo, en funcion de la hora a la cual se realiza el tratamiento.

Ademas de la luz, las CRFs de muchos otros estimulos fueron determinadas,
lo que llevo a una clasificacion de los estimulos en funcion de la CRF obtenida.
Aquellos estimulos que causan retrasos de fase al ser administrados al comienzo de la
noche subjetiva y adelantos al aplicarlos hacia el final de la misma, se clasifican como
estimulos foticos por generar una CRF similar a la causada por la luz (figura 2.8). Los
tratamientos que produjeron una CRF diferente fueron catalogados como no foticos y
generalmente producen adelantos de fase al ser aplicados durante el dia subjetivo y
tienen poco o ningun efecto durante la noche subjetiva. En general los estimulos
foticos y no foticos presentan efectos antagdnicos de forma tal que se inhiben
mutuamente.

Las curvas de respuesta de fase son una caracteristica de cada especie (y en
algunos casos dependen también de la cepa) y, si bien presentan similitudes, las
diferencias pueden ser notables. Pittendrigh y Daan estudiaron detenidamente las
CRFs de distintas especies de animales nocturnos y elaboraron ciertas predicciones o
reglas que proponen que la diferencia entre los avances y retrasos de fase inducidos
por luz en la noche subjetiva dependen del periodo enddgeno (1) del animal, de forma

tal que a menor T mayor es la relacion retraso/avance. Esto a su vez determina que los
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animales con T menores a 24 horas tiendan a sincronizarse con el ciclo L:O mediante
retrasos de fase y tomen como fase de referencia la transicion luz:oscuridad
compatible con la vida nocturna, mientras que los animales diurnos tendrian T mayor a
24 horas, utilizarian los avances de fase para sincronizarse y la transicion
oscuridad:luz como fase de referencia (Pittendrigh y Daan 1976). Por otro lado,
sugirieron que las diferencias en las CRFs estarian también vinculadas a la capacidad

de mantener la sincronizacion en fotoperiodos variables.
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Figura 2.8. Curvas de respuesta de fase foticas de ratones C57BL/6 y BalbC.

La magnitud de los cambios de fase inducidos por diversos estimulos varia en funcion del horario
circadiano (CT) en el que se realiza la estimulacion. En particular los estimulos de tipo fotico, como
los pulsos de luz en esta figura, producen retrasos de fase cuando son aplicados en las primeras horas
dela noche subjetiva (entre CT 12 y 18), avances al aplicarlos al final de la noche subjetiva (entre
CT18 y 24) y no tiene grandes efectos durante el dia subjetivo (entre CT 24 y 12). Esto varia de
acuerdo a la especie y a la cepa de los animales. En el caso de los ratones comparados en esta figura
se pueden observar diferencias fundamentalmente en la zona de avances. En ambos casos los retrasos
maximos se obtienen entre CT13 y 15.

Las diferencias en las CRFs de distintas especies se hacen notables al
comparar las de hamsteres y ratones. En los hamsteres (t =24,07 horas) los avances

son de mayor magnitud que los retrasos mientras que en ratones (t ~23,5 horas) los
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retrasos son de mayor magnitud que los avances, al punto que en algunas cepas los
avances inducidos por pulsos de luz al final de la noche subjetiva no se observan.

Si bien las curvas de fase se conocieron ya a principios de la década de 1970,
ain no existia un sustrato anatémico definido y mucho menos aun un mecanismo
molecular asociado a este fenomeno. En 1989 y 1990 aparecieron los primeros
trabajos mostrando que luego de un pulso de luz durante la noche la
inmunoreactividad de FOS en los NSQ aumenta en forma dramatica en menos de una
hora (Rea 1989; Aronin et al. 1990; Rusak et al. 1990). Estos resultados sugirieron
un rol de los genes de expresion inmediato-temprana (IEGs) en la sincronizacion del
reloj biologico. Esta hipdtesis tomo6 aun mas fuerza al demostrarse que la distribucion
de la inmunoreactividad de FOS en los NSQ se correspondia, en las distintas especies
estudiadas, con el patrén anatomico de las terminales de las aferentes retinianas
(Rusak et al. 1992). Ademas, el umbral de sensibilidad a la luz para cambios de fase e
induccion de Fos es similar y la intensidad de la expresion aumenta al aumentar la
intensidad de los pulsos de luz al igual que lo hacen los cambios de fase (Kornhauser
et al. 1990). Los estimulos no foéticos, en cambio, no son capaces de inducir la
expresion de FOS en los NSQ pero si en la IGL, una estructura que interviene en los
cambios de fase no foticos (Janik y Mrosovsky 1992; Mead et al. 1992).

Ademas de Fos, el control rapido por parte de la luz fue demostrado para otros
IEGs dentro de los NSQ, incluyendo miembros de la familia Jun, NGFI-A y NGFI-B
(Ebling et al. 1996; Guido et al. 1996a; Guido et al. 1996b, c; Schwartz et al. 2000).
Estos resultados reforzaron la idea de que la expresion de IEGs esta estrechamente
ligada a los cambios de fase inducidos por estimulos foticos. Sin embargo, hasta el dia
de hoy el rol de los IEGs en la sincronizacion del sistema circadiano no ha sido

determinado con claridad.
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En cuanto aparecieron candidatos a componentes moleculares del reloj, los
primeros estudios correspondieron a sus respuestas a los estimulos foticos y no
foticos. Asi se supo rapidamente que, en mamiferos, Perl y 2 responden a los pulsos
de luz en la noche mostrando un répido incremento en su expresion y no muestran
cambios al aplicar pulsos de luz durante el dia. Si bien esto muestra claramente un
mecanismo por medio del cual la luz puede modificar en forma directa una variable
de estado del oscilador, y esto necesariamente debe traducirse en un cambio de fase,
estamos muy lejos ain de comprender los mecanismos que determinan que un mismo
estimulo produzca retrasos a una hora y adelantos a otra (Meijer y Schwartz 2003).
En este sentido se ha reportado la induccion diferencial de Perl y 2 con pulsos en la
noche temprana (retrasos) o en la noche tardia (avances). Esto llevo a postular que
Perl estaria involucrado en los avances de fase y Per2 en los retrasos (Albrecht et al.
1997) pero existen trabajos que ponen en duda esta interpretacion (Zylka et al. 1998b;
Yan et al. 1999). Asimismo, existen evidencias que cuestionan la importancia de Per
1 y 2 en los cambios de fase inducidos por luz. Ratones incapaces de expresar PACAP
responden con restrasos de fase en lugar de adelantos cuando son expuestos a pulsos
de luz en la noche tardia, lo cual sugiere que este neuropéptido seria crucial para los
adelantos (Hannibal et al. 2001). Por otro lado, existen hasta el momento tres lineas
de ratones deficientes en mPerl y una en mPer2 que presentan algin tipo de
sincronizacion por luz (Albrecht et al. 2001; Cermakian et al. 2001; Bae y Weaver
2003). Tampoco tenemos muy claro cual es el mecanismo involucrado en los cambios
de fase de tipo no fotico, si bien existen evidencias que muestran que la presentacion
de estimulos no foticos en los momentos en que inducen avances de fase produce una

disminucion en los niveles de expresion de Perl en los NSQ (Maywood ef al. 1999).
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2.2.6. Vias de entrada y salida de los ntcleos supraquiasmaticos.

Una de las caracteristicas mas asombrosas de los NSQ es su capacidad de
modular practicamente toda la fisiologia y el comportamiento de los mamiferos. De
hecho, es mas dificil hoy en dia encontrar variables que no presenten ritmos
circadianos que variables que los tengan. Esto no quiere decir que los NSQ sean
imprescindibles para que los procesos fisioldgicos ocurran sino que tienen la
capacidad para determinar cuando es que ocurren. El otro factor interesante es que
pueden ser sincronizados por un gran nimero de estimulos diferentes, incluyendo luz,
temperatura, habitos sociales, conducta reproductiva, actividad, olores, etc. Y todo
esto lo hacen aproximadamente 20.000 neuronas y 8.000 astrocitos compactados en
menos de Imm’ (en roedores de laboratorio). ;Cuales son las vias de entrada y de
salida que le dan a los NSQ esta increible capacidad de comunicacién con el medio y
con las variables de salida?

Volviendo a los experimentos de transplantes de NSQ, se hace evidente que
existen dos alternativas para que los transplantes puedan restaurar muchos de los
ritmos perdidos. Una posibilidad es que los transplantes establezcan conexiones
nerviosas con el cerebro del hospedador o que la comunicacion sea humoral. Este
problema fue resuelto en parte por Rae Silver y sus colaboradores quienes aislaron los
transplantes de NSQ en cépsulas de un polimero sintético antes de insertarlos en los
animales lesionados (Silver et al. 1996). Si bien las capsulas impiden que se
establezcan contactos directos entre los explantos y el huésped, los ritmos se
restauraron al igual que en los explantos no aislados en capsulas. Esto sugiere que el
control que los NSQ ejercen sobre los ritmos restablecidos es, por lo menos en parte,
humoral. Lo que no esta todavia claro es por qué algunas variables no recuperan sus

ritmos. Puede ser que dependan del establecimiento de comunicacién nerviosa, que en
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el proceso del transplante los NSQ hayan perdido su capacidad para controlar esa
variable o que la lesion misma imposibilite el restablecimiento de los ritmos. Se sabe
por numerosos trabajos que existen conexiones nerviosas entre los NSQ y algunas
salidas, siendo la sintesis de melatonina en la pineal el mas claro ejemplo. Se puede
decir entonces que los NSQ se comunican con el resto del organismo utilizando tanto
vias nerviosas como humorales y que esto vale tanto para las vias de entrada como
para las de salida.

Las principales aferencias a los NSQ provienen de la retina. La informacion
desde la retina sigue dos vias posibles, una directa a través del TRH y una via
colateral que pasa por la hojuela intergeniculada lateral del talamo (IGL) y luego
inerva la zona ventrolateral de los NSQ. A esta segunda via se la conoce como via
geniculo-hipotalamica (VGH). Ademas, como puede verse en la figura 2.9.A, existen
aferencias desde el rafe, tanto del nucleo dorsal como del medial y del nucleo
paraventricular del talamo (PVT) (Moga y Moore 1997; Krout et al. 2002).

Las terminales de las aferencias retinianas se encuentran principalmente en la
zona ventrolateral de los NSQ, ya sea que provengan del TRH como de la VGH. Sin
embargo, los neurotransmisores involucrados en las terminales de ambas vias son
diferentes. En el caso del TRH se liberan principalmente glutamato y PACAP
mientras que en la VGH los neurotransmisores liberados son NPY y GABA. En el
caso de la via proveniente del rafe, cuyo campo terminal también se extiende
principalmente en la zona ventrolateral, el neurotransmisor empleado es la serotonina.
La naturaleza quimica de la via proveniente del PVT es desconocida, asi como el tipo
de informacién que transmite. A diferencia de las vias anteriores, sus terminales

tienen una distribucién fundamentalmente dorsomedial. Por otro lado muchos de los
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nucleos hipotalamicos inervados por los NSQ establecen en realidad circuitos

bidireccionales inervando ellos mismos a los NSQ (Krout et al. 2002).

Retina

ervio optico

Retina

Figura 2.9. Aferencias y eferencias de los NSQ.

A) Aferencias de los NSQ (flechas azules)y vias de entrada de la informacion proveniente de la retina
a otras zonas vinculadas al sistema circadiano (flechas violetas). B) Eferencias desde los NSQ
(flechas rojas). Para mantener el esquema en forma simplificada se han obviado algunas vias de
salida como la salida hacia la pineal descrita en la introduccién y se ha omitido los rétulos de los
NSQ y del quiasma optico. Abreviaturas: (APO) area pre optica, (Arc) nucleo arcuato (en verde),
(BST) nucleo de la estria terminal, (HPo) hipotalamo posterior, (IGL) hojuela intergeniculada lateral,
(NDR/NMR)nucleos dorsal y medial del rafe, (NTS)nucleo del tracto solitario, (PVN)ntcleo
paraventricular hipotalamico, (PVT)nucleo paraventricular del talamo, (SGP)sustancia gris
periacueductal, (SL)septuma lateral, (SPV)zona subparaventricular, (TRH)tracto retinohipotalamico,
(V/DMH)nucleos hipotalamicos dorso y ventromediales.

De todas las vias aferentes la mejor caracterizada es la del TRH. Esta via se
originaria en las células ganglionares que contienen melanopsina, las cuales tienen
capacidad fotorreceptora (Berson et al. 2002; Hattar et al. 2002; Provencio et al.
2002; Beaule et al. 2003; Morin et al. 2003). La activacion de esta via genera los

cambios de fase foticos en respuesta a la luz, liberando glutamato en el core de los
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NSQ. A pesar de haber sido caracterizada la retina como un oscilador endégeno, poco
es lo que se sabe acerca de su interaccion entre ella con los NSQ mas alla de la
respuesta a la luz. La VGH, y las aferencias desde el rafe, estarian involucradas en la
modulacion de las terminales del TRH y aparentemente aportan informacion acerca
de la iluminacidon ambiental. Se ha demostrado en numerosos trabajos que estas vias,
por medio de la liberacion de NPY, serotonina y GABA, estan involucradas en la
sefalizacion no fotica, por lo que a veces se las denomina vias de entrada no foéticas
(Azmitia y Segal 1978; Card y Moore 1982; Moore y Speh 1993).

Con respecto a las vias de entrada humorales, se han descripto en los NSQ una
gran variedad de receptores que permitirian que moléculas de sefializacion de origen
humoral modifiquen la actividad del oscilador o su capacidad de respuesta a
zeitgebers. Entre estos factores capaces de actuar sobre los NSQ se destacan la
melatonina, el NPY, NGF, BDNF, interferon gamma (IFNy), TGFa, angiotensina y
prolactina entre otros (Pi y Grattan 1998; Liang et al. 2000; Li et al. 2002). Sin
embargo es poco lo que se sabe hasta el momento del rol que cumplen las vias de
entrada humorales en la sincronizacién del sistema circadiano.

Si bien falta mucho por entender acerca de las vias de entrada a los NSQ, es
mucho lo que sabemos en comparacion con el conocimiento que tenemos de las vias
de salida. Al igual que en las vias de entrada, podemos encontrar tanto salidas
humorales como neurales. Con relaciébn a la inervacién aferente, la inervacion
eferente de los NSQ es bastante mas compleja ya que son muchas las areas cerebrales
que reciben aferencias de ellos (figura 2.9B). Entre otras podemos nombrar la zona
subparaventricular (SPV), area predptica, area retroquiasmatica, nucleo dorsomedial
del hipotalamo, septum lateral, el nucleo de la estria terminal, los nucleos

paraventriculares hipotalamicos (NPV), el PVT, la IGL y la sustancia gris
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mesencefalica. Dado que en proporcion a la cantidad de variables reguladas por los
NSQ las vias de salida son pocas, se ha propuesto que los nucleos inervados por ellos
funcionarian como estaciones de relevo transmitiendo en forma divergente la
informacion con la fase del oscilador central. Un claro ejemplo de esto seria la
glandula pineal, que es inervada indirectamente por los NSQ. Este sistema se origina
en los NSQ y pasa por la SPV, el PVT, la columna intermedio lateral de los
segmentos cervicales de la médula espinal y el ganglio cervical superior. Las fibras
noradrenérgicas de éste ultimo regulan las enzimas limitantes de la sintesis de
melatonina en el pinealocito. De esta forma, por medio de la liberacion de melatonina,
los NSQ podrian controlar todas las variables que son blanco de esta hormona. Los
NSQ también proyectan hacia neuronas liberadoras de la hormona de crecimiento
(GRH), hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) y a neuronas que
contienen receptores nucleares para estrogeno, modulando de esta manera el ciclo
reproductivo en las hembras y la produccion de testosterona en los machos (Watts et
al. 1989; de la Iglesia et al. 1995; Van der Beek et al. 1997; de la Iglesia et al. 2003).
Asimismo, proyecta hacia grupos celulares en los nucleos paraventriculares del
hipotdlamo que son activados por el estrés, modulando la respuesta de
glucocorticoides, a neuronas dopaminérgicas implicadas en la regulacion de la
liberacion de prolactina en la region tuberoinfundibular, a neuronas que proyectan a
los sistemas autondmicos simpatico y parasimpatico (controlando la actividad de
adrenales, pancreas, y del higado, ovarios y otros oOrganos) y a neuronas
magnocelulares involucradas en la secrecion neurohipofisiaria de hormonas.

De este modo, se pueden separar las proyecciones de los NSQ en cuatro tipos
diferentes: conexiones directas con neuronas neuroendocrinas, directas con neuronas

autonomicas que transmiten la sefial del reloj a los distintos 6rganos, con estructuras
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hipotalamicas que se encuentran entre el reloj y el PVN, y areas fuera del hipotalamo
que sincronizan comportamientos no controlados por el hipotadlamo, tales como la
actividad locomotora.

La via de salida humoral tampoco es bien conocida y se han caracterizado
unas pocas moléculas sefnalizadoras producidas y liberadas por los NSQ, entre las que
se encuentran angiotensina II, vasopresina, hormona liberadora de tirotrofina (TRH),
AVP, NO, CO, BDNF, TGFB y prokineticina II. Comprender como se acoplan los
NSQ con el resto de los osciladores enddgenos y con las variables que controla es
claramente una cuenta pendiente en la cronobiologia. El estudio de este acoplamiento
permitird sin ninguna duda comprender en forma cabal cudl es la importancia
evolutiva del sistema circadiano y nos brindard seguramente la posibilidad de

entender y tratar patologias asociadas a desordenes circadianos.

2.3. Ritmos en el sistema inmune.

En esta ultima década el campo de la neuroinmunoendocrinologia crecié con
un ritmo vertiginoso y lo mismo ocurrié con la comprension de los relojes biologicos,
fundamentalmente en sus aspectos moleculares. Teniendo en cuenta que el sistema
circadiano es el responsable de la sincronizacion temporal de los procesos fisiologicos
en general, no es descabellado pensar que puede llegar a controlar o modular a los
sistemas nervioso, inmune y endocrino. Basta pensar en el ciclo de suefio y vigilia
para poner en evidencia el rol del sistema circadiano sobre el sistema nervioso, o en el
ritmo diario de corticosterona para comprobar la modulacion que ejerce sobre el
sistema enddcrino. ;Pero qué pasa con el sistema inmune? ;Existen ritmos diarios o

circadianos en el sistema inmunologico?
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Analizando la presencia de ritmos diarios en el numero de células inmunes,
tanto en humanos como en roedores nocturnos, se observa que los resultados varian
notablemente de acuerdo al tejido en el cual se hace el recuento, encontrandose
variaciones bien definidas en la sangre y poco definidas en otros tejidos. A su vez, si
se estudian tipos celulares muy generales (por ejemplo leucocitos totales) en lugar de
hacer estudios mas especificos (como linfocitos T), los resultados suelen ser bastante
contradictorios. Es importante aclarar que estas contradicciones podrian ser
consecuencia de las diferentes metodologias empleadas, las distintas especies
animales utilizadas o de la existencia de variaciones estacionales descriptas para la
actividad inmunologica (Haus et al. 1997). Los linfocitos T totales, los T helper, los B
y los granulocitos eosinéfilos y basofilos coinciden en presentarse en mayor numero
durante la noche, y los linfocitos NK y los neutrofilos durante el dia; pero existen
datos contradictorios para linfocitos T supresores/citotoxicos y monocitos (Harkness
et al. 1982; Levi et al. 1988; Born et al. 1997; Suzuki et al. 1997). En roedores
nocturnos, algunos parametros como los linfocitos T totales, los B y los granulocitos
presentan ritmos opuestos a los hallados en humanos (Brown y Dougherty 1956; Abo
et al. 1981; Kawate et al. 1981), lo que sugiere alguna relacion entre el estado de
actividad o reposo y la capacidad de respuesta del sistema inmune.

La informacion que da el conteo de células inmunes es insuficiente si se
pretende tener un panorama de lo que estd ocurriendo a nivel fisioldgico. No es lo
mismo tener una gran cantidad de linfocitos activos que inactivos. Esta es la razon por
la cual resulta necesario estudiar la existencia de variaciones diarias en la actividad
celular. Para medir esto se estudia la produccién y liberacién de citoquinas, la
actividad fagocitica y otras variables relacionadas con los procesos inflamatorios. Las

interleuquinas 1, 6, 10 y 12, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el interferon
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gamma (IFNy) son las que presentan ritmos diarios mas definidos en cuanto a su fase,
con una mayor concentracion plasmatica durante la noche en el humano (Moldofsky
1995; Entzian et al. 1996; Petrovsky y Harrison 1997). Por el lado de la fagocitosis,
varios trabajos indican una mayor actividad en la fase de reposo, aunque existen datos
contradictorios al respecto (Szabo et al. 1978; Bongrand et al. 1988). La actividad del
factor nuclear kappa B (NF-xB), un factor de transcripcion responsable de la
induccion de genes fundamentales en los procesos inflamatorios, presenta en el bazo
de roedores nocturnos una variacion diaria con maximos durante la mafiana (fase de
reposo) (Chuang et al. 1996). Dado que los linfocitos se encuentran en grandes
cantidades en el bazo, se puede decir entonces que en este drgano existe una mayor
actividad linfocitaria durante la noche. Por otra parte, los ritmos en los niveles de la
produccion y actividad de factores inmunes correlacionan con las variaciones
temporales en sus efectos.

Al revisar estos ejemplos de ritmos circadianos en el sistema inmune podemos
decir que, si bien existen algunas contradicciones, la mayoria de las células
involucradas en los procesos inflamatorios se encuentran en mayor nimero y estan
mas activas durante la noche en humanos y durante el dia en roedores nocturnos,
coincidiendo esto con las respectivas fases de reposo.

Si el sistema inmune presenta ritmos circadianos, entonces tiene que existir un
oscilador que los controle. Sabemos que los NSQ son los osciladores principales en
mamiferos y, por lo tanto, son los primeros candidatos como responsables de la
oscilacion de los parametros inmunes. Pero hasta el momento no existen trabajos que
hayan analizado claramente la relacion entre los NSQ y el sistema inmune. Hasta el
momento el trabajo mas claro al respecto, es el de Depres-Brummer y Bourin quienes

demostraron que los ritmos circadianos de leucocitos circulantes y en el nimero de
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linfocitos se mantiene en condiciones de LL en las que la mayoria de los ritmos
comportamentales y hormonales desaparecen (Depres-Brummer ez al. 1997). No esta
claro qué sucede con el sistema inmune cuando se lesionan los NSQ, aunque
aparentemente algunos ritmos se mantienen en médula 6sea aun después de las
lesiones. Tampoco fue estudiado el sistema inmune en animales mutantes con
alteraciones en el sistema circadiano ni los sistemas circadianos de animales con
alteraciones en el sistema inmunologico, como por ejemplo ratones atimicos o
deficientes en la sintesis de citoquinas proinflamatorias o de sus receptores. Llegado
este punto, es interesante destacar que se han descripto variaciones diarias en la
expresion de hPerl en células mononucleares de sangre periférica en humanos
(Takata et al. 2002). En estas células se observd mayor expresion de hPerl por la
mafiana que por la noche y no se encontraron variaciones en la expresion de AClock.
Esto sugiere que los monocitos podrian ser considerados como  osciladores
periféricos.

Las células inmunes tienen receptores para la mayoria de las hormonas que,
como sabemos, poseen variaciones circadianas. En algunos casos es posible
correlacionar temporalmente a estos mensajeros con los ritmos circadianos inmunes.
Dado que animales adrenalectomizados pierden los ritmos de linfocitos y neutrofilos
en plasma (Brown y Dougherty 1956) es posible suponer que los glucocorticoides
sean los responsables de algunas de las variaciones diarias en el sistema inmune. Sin
embargo, existen evidencias que sugieren que dicha modulacion no es pareja para
todos los parametros inmunes. Al analizar los ritmos en funcidon de la actividad se
observo que el cortisol inyectado a las 21 h inhibe el pico nocturno de IFNy y TNFa
pero no el de IL-6 e IL-10 (Petrovsky y Harrison 1997), y la deprivacion de suefio

induce un incremento en la produccion de IL-1 e IL-2, asi como una disminucion de
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la actividad de las células NK, independientemente del ritmo circadiano del cortisol
(Moldofsky et al. 1989). Es decir que otros sistemas podrian llegar a "ganarle" a la
modulacion adrenal en algun tipo de influencia.

Las células con maximas concentraciones plasmaticas en la fase diurna
expresan mas receptores adrenérgicos que colinérgicos, y €stos a su vez se expresan
mas en las células con maximas concentraciones plasmaticas nocturnas. Los sistemas
adrenérgico y colinérgico utilizados por el sistema nervioso auténomo para regular la
homeostasis podrian modular las variaciones circadianas de estos grupos celulares. De
hecho, luego del ejercicio fisico, que aumenta la liberacion de catecolaminas, se
incrementa principalmente el nimero de los tipos celulares diurnos (Suzuki et al.
1997). También existen algunas evidencias que sugieren que la Prolactina (PRL), un
importante inductor de los fendmenos inmunologicos, podria ser uno de los
intermediarios buscados, ya que el aumento de la misma incrementa respuestas a
antigenos so6lo en la fase diurna, mientras que su deplecion disminuye esas respuestas
durante la misma fase, sin registrar cambios en otros horarios (Cincotta et al. 1995).

Respecto a los esteroides sexuales, no se han encontrado hasta el momento
evidencias que permitan vincularlos estrechamente a los ritmos circadianos inmunes,
hecho que si ocurrié con la melatonina (Cardinali et al. 1999). Las evidencias para
encontrar un “culpable” de la ritmicidad circadiana inmune son por lo tanto multiples,
en funcion de la diversidad de factores hallados que pueden modular estos ritmos.

El ciclo suefio/vigilia también influye sobre los ritmos del sistema inmune. La
deprivacion del suefio incrementa la produccion de IL-1 e IL-2, y disminuye la
actividad de las células NK (Moldofsky et al. 1989). Inclusive, si hacemos dormir
individuos desde las 23 h hasta las 02:30 h, luego de despertarlos presentan menor

produccion de TNF-a e IL-1; en cambio, si los hacemos dormir desde las 3 h hasta las
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06:30 h, luego de ser despertados presentan mayor produccion de IL-2, indicando un
efecto diferencial dependiente del horario (Uthgenannt et al. 1995). Algunos autores
postulan que estos cambios son en realidad adelantos y retrasos de fase de los ritmos
circadianos de las citoquinas (Born et al. 1997).

Hay muchas patologias en las cuales el sistema inmunoldgico es un participe
necesario, es decir que, aunque no sea el tinico responsable de su origen, por lo menos
colabora en el desarrollo de la enfermedad. Una de ellas es el asma, una patologia
inflamatoria de las vias aéreas en la que una poblacién importante de pacientes
presenta mayor frecuencia de crisis durante la noche. Numerosos estudios
comprobaron una estrecha relacion de los sintomas con una mayor concentracion de
algunos tipos celulares, como por ejemplo de eosindfilos, de citoquinas (IL-1 entre
otras) y de moléculas de adhesion (Mackay et al. 1994; Kraft ef al. 1996). También el
sindrome de Apnea Obstructiva del Suefio presenta modificaciones en el ritmo
circadiano de secrecion de citoquinas (Entzian ez al. 1996).

Dentro de las enfermedades reumatologicas, caracterizadas todas por
inflamaciones cronicas de articulaciones y tejidos blandos, encontramos que los
pacientes con artritis reumatoidea presentan mayor rigidez y dolores articulares en la
mafiana al despertarse. Este aumento en el dolor y la rigidez correlaciona con
modificaciones de los ritmos circadianos de algunos parametros inmunologicos, como
por ejemplo la mayor amplitud del ritmo de concentracion plasmatica de IL-6 con
maximos en la mafiana (Harkness et al. 1982; Crofford ef al. 1997). También resulta
de gran utilidad tener en cuenta a los ritmos circadianos en la activacidon de respuestas
inmunes con fines preventivos o terapéuticos (inmunizaciones). Inyectando antigenos
a distintos momentos del dia es posible analizar diferencias en su efecto dependiendo

del momento de administracion. De hecho, se ha encontrado mayor produccion de
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anticuerpos en pacientes vacunados al mediodia contra el virus Influenza, asi como
mayores reacciones adversas locales en una segunda dosis inyectada al afio siguiente,
en horas de la tarde (Langlois et al. 1995). Resultados similares se obtienen al activar
fisiolégicamente el sistema inmune estimulando la mucosa bronquial (Gervais et al.
1977).

Por 1ultimo, no podemos dejar de mencionar el ritmo circadiano de
temperatura, de indudable importancia clinica ;Podria ser modulada esta variacion
térmica por el ritmo circadiano de citoquinas? Sabemos que ratas transgénicas con
déficit de IL-1 o IL-6 mantienen el ritmo circadiano de temperatura normal (Kozak et
al. 1995), 1997) lo que nos sugiere que a niveles basales estas citoquinas no
modularian la variable, pero si se inyecta IL-1 en roedores en distintos momentos del
dia, la temperatura aumenta observandose un mayor aumento durante la fase de luz
(Opp y Toth 1998).

En definitiva, en cuanto a la presencia de ritmos en el sistema inmune, ya no
existen demasiadas dudas de que existen muchos parametros inmunoldgicos con
variacion circadiana, aunque por supuesto hay que estudiarlas con mayor profundidad
y fundamentalmente aclarar algunos datos contradictorios. Queda atn por determinar
cudl es la causa de estas variaciones y esto lleva necesariamente al estudio de la
interaccion entre los nucleos supraquiasmaticos, el sistema inmune y el sistema
enddcrino. Si bien en general las variaciones descriptas en el sistema inmune se
encuentran en antifase con las de los glucocorticoides, esto no es cierto para todos los
parametros estudiados y, por lo tanto, el origen de los ritmos inmunoldgicos no se
puede atribuir en forma exclusiva al efecto inmunosupresor de los glucocorticoides.

El conocimiento de la existencia de ritmos en el sistema inmunolégico nos genera
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nuevas intrigas. Conocer quién los genera nos aporta una mayor comprension de las

relaciones del sistema inmune con otros sistemas del organismo.

2.4. Sistema neuroinmune.
2.4.1. Otro poco mads de historia (bastante reciente).

Si bien existen numerosas evidencias en la vida cotidiana y en la cultura
popular acerca de la interaccion entre el sistema nervioso central (SNC) y el sistema
inmunoloégico, no fue si no hasta mediados de la década de 1970 que este tema tomd
relevancia en el ambito cientifico. El sistema inmunologico tiene una funcion muy
clara de respuesta del organismo frente a agentes nocivos y el sistema nervioso tiene
un rol también muy claro de manejo de informacion y de control de funciones
organicas (esqueléticas y viscerales). ;Por qué no habriamos de imaginar una
interconexion entre ambos sistemas?

Para comenzar debemos comprender que de acuerdo a una gran cantidad de
trabajos realizados en el transcurso de las tres ultimas décadas (y a lo que decian
nuestras abuelas), los comportamientos asociados a la enfermedad no resultan de una
depresion inespecifica del comportamiento sino que son, de acuerdo a lo dicho por
Hart, “una estrategia altamente organizada que puede resultar critica para la
supervivencia de un individuo en estado salvaje” (Hart 1988). La fiebre, que se
produce en general cuando el sistema inmune reacciona contra algin agente
infeccioso, fue reconocida ya en el antiguo Egipto como un proceso benéfico de
curacion. La misma idea existia en la antigua Grecia y en los imperios Romano y
Persa y, de hecho, se mantuvo hasta tiempos modernos en los que la “terapia de
fiebre” se introdujo para tratar enfermedades tales como artritis reumatoidea,

depresion maniaca, migrafias, neurosifilis, herpes zoster y desordenes de piel y ojos.
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Inicialmente la terapia de fiebre se realizaba mediante la administracion de
microorganismos gram negativos hasta que en 1933 Boivin pudo purificar el material
endotoxico de las bacterias. Luego de ser probadas en animales, las endotoxinas
fueron utilizadas en humanos para inducir respuestas febriles terapéuticas que se
utilizaron por primera vez en el tratamiento de neurosifilis en 1942.

Dado que la temperatura corporal es regulada por el SNC (en ciertos nucleos
hipotalamicos) y que esta regulacion se ve alterada cuando el sistema inmune se
activa resulta claro que, al activarse, el sistema inmunoldgico envia sefiales al SNC y
¢éste responde cambiando los parametros de regulacion de la temperatura corporal
dando lugar al proceso febril o a la hipotermia. Si bien éste es uno de los ejemplos
mas evidentes de interaccion neuroinmune, esta lejos de ser el tnico. A fines del siglo
XIX se observo que las enfermedades infecciosas iban acompafiadas de glucosuria. A
esto le siguid la observacion de hiperglucemia, resistencia a insulina, la deteccion de
pirégenos endogenos y la identificacion de un mediador endogeno derivado de
leucocitos al que se llamé LEM (del inglés leukocyte-derived endogenous mediator).
LEM era capaz de inducir un grupo de proteinas hepaticas conocido como factores de
fase aguda y se demostrd que los pirogenos enddgenos son capaces de inducir la
liberacion de ACTH. Ya en 1975 estaba claro que las enfermedades infecciosas
generan una respuesta neuroendocrina que involucra a los glucocorticoides,
mineralocorticoides, insulina, glucagon, hormona de crecimiento y grandes cambios
metabolicos (Beisel 1975). Los experimentos del grupo de Besedovsky a principios de
la década de 1980 mostraron que algunos mediadores inmunes son capaces de inducir
la liberacion de glucocorticoides en ratas (Besedovsky ef al. 1981) y Healy y
colaboradores demostraron que la timosina produce la liberacion de ACTH (Healy et

al. 1983). Al mismo tiempo se demostré que la citoquina IL-1 es una de las
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principales responsables de la induccion del proceso febril. Todo esto llevo a Berczi a
postular en 1986 a IL-1 como uno de los factores inmunes capaces de actuar sobre la
hipofisis, lo que fue demostrado posteriormente por varios laboratorios (Berczi 1986;
Berkenbosch ef al. 1987; Bernton et al. 1987; Sapolsky et al. 1987).

Muchos otros puntos de interaccion fueron demostrados en ambas direcciones
en las décadas siguientes, incluyendo la sintesis de neurotransmisores y sus receptores
en muchas de las células inmunes, la sintesis de citoquinas pro y antiinflamatorias y
de sus receptores en el SNC (tanto por parte de células de la glia como en neuronas) y
la participacion de variables inmunoldgicas en patologias neuroldgicas tales como
depresion, enfermedades neurodegenerativas y desdrdenes del suefo. Todo esto llevo
a muchos investigadores a considerar que las diferencias entre los sistemas inmune y
nervioso son en realidad menos que las semejanzas y que podria considerarse al
sistema inmune como un “sentido” mas, cuya funcion principal es la de “sentir”
cuerpos extraios e informar al SNC acerca de dicha presencia.

Cuando el SNC detecta un proceso infeccioso, inicia una respuesta coordinada
que involucra cambios comportamentales, metabolicos y endocrinos con el objeto de
retornar a un estado normal (lo cual puede entenderse como un fenéomeno de
homeostasis reactiva) y recuperar la salud del organismo. Dentro de dichos cambios
comportamentales, se encuentran la disminucion de la ingesta, aislamiento social,
comportamiento letargico, disminucion de la libido, disminucion de la actividad
exploratoria y alteraciones en el ciclo suefio-vigilia entre otros. A esta serie de
cambios se los denomina colectivamente sickness behavior (traducible como
comportamiento de enfermedad) y son mediados principalmente por la accion dentro
del SNC de IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)) (Dantzer et al.

1998; Dantzer et al. 1999; Bluthe et al. 2000a; Bluthe ef al. 2000b; Dantzer 2001).
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Resulta de interés destacar, en este caso, el efecto de las infecciones sobre el
ciclo suefio-vigilia, dado que es éste el mas evidente ritmo diario y circadiano que
podemos encontrar en la naturaleza (Richardson et al. 1985; Ebihara et al. 2003). Si
bien el efecto varia entre las distintas especies (incluso entre distintas cepas de una
misma especie) y de acuerdo al patégeno y la via de infeccion, en general se observa
una disminucion del suefio REM y un aumento del suefio NREM (Toth et al. 1993;
Fang et al. 1995; Toth y Opp 2001; Alt et al. 2003). Muchos de los cambios del ciclo
suefio-vigilia inducidos por infecciones se observan también como consecuencia de la
administracion central o periférica de citoquinas pro inflamatorias (Shoham et al.
1987; Takahashi et al. 1999; Hogan et al. 2003) o de LPS (Krueger et al. 1986;
Lancel et al. 1995; Schiffelholz y Lancel 2001).

El efecto de las citoquinas proinflamatorias y el LPS depende claramente de la
hora de administracion (figura 2.10) y esto vale para los efectos sobre la regulacion de
la temperatura, el ciclo suefio-vigilia, respuesta inmunolégica y letalidad, entre otros
(Halberg et al. 1960; Opp et al. 1991; Hrushesky et al. 1994; Toth y Krueger 1995;
Lancel et al. 1996; Opp y Toth 1998; Morrow y Opp 2005). Esta dependencia podria
ser consecuencia de la variacion circadiana de hormonas de conocido efecto
inmunomodulador tales como los glucocorticoides o la melatonina. En roedores en
condiciones de laboratorio, los glucocorticoides presentan un maximo en su
concentracion plasmatica al comenzar el periodo de actividad (noche) y un minimo
durante el periodo de reposo (dia) (Magarinos et al. 1988; Griffin y Whitacre 1991) y,
dado que los glucocorticoides afectan la sintesis de citoquinas (Goujon et al. 1996;
Pezeshki et al. 1996; Mustafa et al 1999); es probable que se encuentren
involucrados en la variacion diaria de mRNA de IL-1 y TNF (Bredow et al. 1997;

Taishi et al. 1997) y en la variacion diaria de la respuesta inmunologica en general.
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La melatonina ha sido propuesta como hormona inmunomoduladora por
numerosos autores (Arzt et al. 1988; Chuang et al. 1996; Zhang et al. 1997) y se ha
postulado que su efecto supresor depende de la inhibicion de la activacion del factor
de transcripcion NF-kB (Chuang et al. 1996). Si bien existe cierta controversia acerca
de los niveles de melatonina enddgena en ratones C57BL/6J y se la llego a catalogar
como una cepa carente de niveles detectables de melatonina (Ebihara et al. 1986;
Goto et al. 1989), existen trabajos que muestran en estos ratones un pico de
melatonina a ZT 19 (Conti y Maestroni 1998; Vivien-Roels et al. 1998). Las
variaciones diarias en los niveles plasmaticos de melatonina permiten suponer que
ésta podria ser responsable de algunas de las diferencias en el efecto de desafios

inmunologicos en funcion de la hora de administracion.
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Figura 2.10. Ritmo diario de letalidad inducida por dosis altas de LPS.

Experimento presentado por Halberg en 1960 y parte de uno de los trabajos fundacionales de
la cronobiologia como 4rea reconocida dentro del ambito cientifico. La administracion de
dosis letales de LPS, producen una mortalidad del 80% cuando el LPS es administrado
durante la tarde, pero se reduce a un escaso 10% si el LPS se administra hacia la mitad de la
noche. Dado que la respuesta al LPS es principalmente de tipo inmunoldgica, este resultado

sugiere una fuerte interrelacion entre el sistema circadiano y el inmune.
(Modificado de Halberg, 1960).
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2.4.2. Citoquinas

Como se menciond anteriormente, los diversos componentes celulares del
sistema inmune se comunican entre si y con otros sistemas principalmente mediante la
sintesis y liberacion de proteinas y glicoproteinas comunmente conocidas como
citoquinas. Las citoquinas pueden dividirse en principio en dos grandes grupos, por un
lado las citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, TNF-q, IL-6, IL-8 entre otras) y por otro
las anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-1Ra, factor inhibitorio de leucemia (LIF) y el
inhibidor de la sintesis de TNF entre otras). También se las puede subdividir mas
adecuadamente en familias de acuerdo a su homologia de secuencia y estructura y el
tipo de receptores utilizados (tabla 2.3). De acuerdo a esta ultima clasificacion
encontramos 7 familias principales de citoquinas, la familia IFN/IL-10 (IFN-o/f,
IFNy e IL-10), la familia Gp130 (IL-6, IL-11, OSM, LIF, CNTF y CT-1), la familia
vC/IL-2 (IL-2, -4, -7, -9, -13, -15 y -21), la familia IL-12 (IL-12, -23 y -27), la familia
TGF-B, la familia IL-1 (IL-1a, -1pB, IL-1Ra e IL-18) y la familia TNF (TNFa, TNFB y
otros 18 miembros). La evidente complejidad de las citoquinas nos obliga a
centrarnos en aquellas conocidas como “citoquinas proinflamatorias maestras” que
son TNFa e IL-1.

La familia de TNF esta compuesta por un total de 20 miembros de los cuales
pocos han sido estudiados en profundidad. Son proteinas de membrana de tipo II que
pueden actuar ancladas a membrana o como citoquinas libres luego de sufrir
proteolisis. En particular TNF-a. (o caquectina) y B (o linfotoxina) han sido los tinicos
miembros de la familia estudiadas en el SNC con cierto detalle. TNF-o es una
citoquina pleiotropica definida originalmente sobre la base de su capacidad de inducir
necrosis hemorragicas en transplantes tumorales y por su citotoxicidad selectiva hacia

Tabla 2.3. Principales citoquinas y sus efectos.
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Citoquina Peso  Efectos principales

Familia IFN/IL-10

IFNa 18-20  Inhiben replicacion viral y crecimiento tumoral. Modulan

IFNB 20 produccion de anticuerpos. Disminuye expresion de
genes reloj.

IFNy 20-25 Promueve migracion de macrofagos, estimula

proliferacion y diferenciacion de linfocitos B. Modifica el
ritmo de actividad eléctrica en NSQ (junto a LPS e IL-1)

Familia Gp 130

IL-6 23-30  Es pirogénica, aumenta la produccion de anticuerpos y de
proteinas de respuesta de fase aguda. Induce la expresion
de mPer in vitro.

IL-11 24 Proinflamatoria, induce produccion de anticuerpos.

LIF Activa el sistema neuroenddcrino.

OSM

CNTF

CT-1

Familia yC/IL-2

IL-2 14-15  Proinflamatoria. Induce proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T y B.

IL-4 20 Proinflamatoria, produce el cambio de Th a Th2.

IL-7 25 Maduracion y proliferacion de pre y proB y de timocitos
inmaduros.

IL-9 30-40 Induce proliferacion de linfocitos T y maduracion de
mastocitos

IL-13 10 Induce liberacion de IgE.

IL-15 14-15  Estimulacion y diferenciacion de células NK.

1L-21

Familia IL-12

IL-12 75 Induce a células NK a liberar [FNy. Produce cambio de
Th a Thl. Antagoniza algunos efectos de IL-4.

1L-23

Familia TGF

TGFo 5-20  Induce crecimiento tumoral y angiogénesis. Vinculado a
la salida de sistema circadiano.

TGEFB 25 Antiinflamatorio, induce cicatrizacién y angiogénesis.

Familia IL-1

IL-1a 15-17  Proinflamatorias, pirogénicas. Induce suefio, anorexia,

IL-1B 15-17  induce liberacion de IL-6 y TNFa. Cambios en la
actividad eléctrica de NSQ.

IL-18 ? Similar a IL-1, induce liberacion de IFNy.

IL-1ra 17 Antiinflamatoria. Antagonista endégeno de IL-1.

Familia TNF

TNFa 17 Proinflamatoria, pirogénica. Induce liberacion de IL-1 e
IFNy. Citotoxica

TNFB 25 Proinflamatoria, citotdxica.

Dado que los efectos de algunas citoquinas son extremadamente complejos solo se detallan los mas importantes
de las citoquinas con efectos bien definidos. Abreviaturas: CNTF, factor nurotrofico ciliar; CT-1, cardiotrofina
1; IFN, interferon, IL, interleuquina: IL-1ra, antagonista del receptor de IL-1; IgE, inmunoglobulinas de tipo E;
LIF, factor inhibitorio de leucemia; NK, células asesinas; OSM, oncostatina M; Th, linfocitos T colaboradores;
Thl, linfocitos T colaboradores de tipol; TNF factor de necrosis tumoral.
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células transformadas (Carswell et al. 1975). Actualmente se lo conoce como un
factor pro inflamatorio cuya funcion principal es la de organizar la cascada de eventos
implicados en el control apropiado de procesos infecciosos/inflamatorios y de
inmunidad en general. Es expresado como una proteina transmembrana de 26 kDa
que puede ser clivada por la enzima TNF convertasa (TACE/ADAM17). Puede ser
liberado en respuesta a estimulos inmunogénicos por una gran variedad de células que
incluye neutréfilos, monocitos activados/macréfagos y otras células mieloides y
derivadas de epitelio. En el sistema nervioso central se ha demostrado su sintesis en
microglia, astrocitos, células de las meninges, neuronas y células mieloides
fagociticas (Allan ef al. 2001; Stoll et al. 2002; Conti et al. 2004).

Entre las respuestas inducidas por el TNF-a podemos mencionar shock
séptico, pérdida de peso (caquexia), fiebre, nauseas, fatiga, aumento de
glucocorticoides 'y catecolaminas plasmaticos, cambios en la actividad
electroencefalografica y de la actividad de nervios simpaticos, desoérdenes
alimentarios y del metabolismo de macronutrientes. Todas estas respuestas dependen
del SNC.

Existen dos tipos de receptores de TNF-a (TNFR1 y 2), de los cuales TNFR1
es el responsable de la mayor parte de las respuestas biologicas inducidas por TNFa
(revisado en (Chen y Goeddel 2002). Como se puede ver en la figura 2.11A, una vez
unido al ligando, TNFR1 induce la expresion de genes blanco por medio de la
activacion del factor de transcripcion NF-kB y también por medio de la activacion de
las kinasas JANUS (JAKSs). La activacion del receptor puede llevar en algunos casos a
la union de la proteina de dominio de muerte asociada a FAS (FADD) que es una
proteina adaptadora para la unidon a caspasa 8. Una vez activada, la caspasa 8

amplifica una via que determina la entrada en apoptosis. Ademas existe un receptor
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soluble de TNF que es liberado al medio extracelular y que es incapaz de transducir
sefiales en respuesta al LPS (Wallach et al. 1999).

IL-1 es otra de las principales citoquinas proinflamatorias que se liberan en
respuesta al LPS. Existen dos variantes de IL-1, la a y la , que comparten una baja
homologia de secuencia (aproximadamente 20 % en humanos) pero una alta
homologia en sus estructuras secundaria y terciaria. Ambas variantes son sintetizadas
como un precursor de 31 kDa que es procesado a un péptido de 17 kDa por la enzima
convertidora de interleuquinas/caspasal (ICE del inglés interleukin converting
enzime). Ambas variantes se unen con alta afinidad a los receptores de IL-1, de los
cuales existen dos tipos, el IL-1RI y el IL-1RII. Los receptores de tipo IL-1RII no son
capaces de translucir sefiales al medio intracelular aiin cuando se encuentran unidos a
IL-1 y se consideran como sefiuelos. Por este motivo, la mayor parte de los efectos
biologicos de IL-1 se atribuyen a su union con el receptor de tipo IL-1RI. Una vez
unido a IL-1 (figura 2.11B), el receptor se une a una proteina accesoria (IL-1RAcp) y
por medio de la unién a ,y activacion de, proteinas quinasas activa a NF-kB (revisado

en (Alheim y Bartfai 1998).
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Figura 2.11. Mecanismos de sefializacion de IL-1 y TNF.
A) Sistema de sefializacion mediada por el receptor de TNF. B) Sistema de sefializacion mediado por el
receptor de IL-1.

Dentro de esta misma familia existe una citoquina denominada antagonista del
receptor de IL-1 (IL-1Ra) que es capaz de unirse a los receptores de tipo I y II pero es
incapaz de generar una sefial en estos receptores y hasta el momento no se ha
encontrado ningun otro receptor al que se pueda unir y generar una cascada de
sefalizacion. Por este motivo se lo considera como un antagonista endoégeno de IL-1y
se postula que cumple una funcién de control sobre la respuesta inmune (Allan y
Rothwell 2001).

2.4.3. Vias de comunicacion entre sistema nervioso central y sistema inmune.

Las vias de comunicacion entre el SNC y el sistema inmune son diversas y
durante mucho tiempo se ha discutido intensamente acerca de cudl de ellas es de
mayor importancia. Junto con las primeras evidencias de la interaccion entre los
sistemas inmune y nervioso aument6 el conocimiento de la estructura y propiedades
bioquimicas de las citoquinas. Luego de un periodo en el cual se creyd que la

activacion inmunoldgica producia la liberacion de citoquinas que ademas de actuar
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sobre blancos inmunologicos podian llegar directamente a las células del SNC, se
hizo evidente que las citoquinas no podrian atravesar facilmente la barrera
hematoencefalica.

Se postularon entonces cuatro vias posibles por medio de las cuales el sistema
inmune puede enviar sefiales al SNC:

Accion sobre el endotelio cerebral. Las citoquinas y el LPS podrian actuar
sobre el endotelio vascular del SNC y estas células endoteliales responder liberando
dentro del cerebro moléculas tales como prostaglandinas, NO, citoquinas pro y
antiinflamatorias, neurotransmisores, etc.

Transporte a través de la barrera. Las citoquinas y el LPS podrian atravesar
la barrera hematoencefalica mediante transporte facilitado. Esto requiere de la
presencia de transportadores saturables en las células endoteliales cerebrales.

Entrada directa. Los oOrganos sensoriales circumventriculares (CVOs) y
algunas otras areas presentan un endotelio fenestrado generando una barrera menos
selectiva. En estas zonas, las citoquinas y el LPS podrian ingresar directamente.

Via nerviosa. Por ultimo existen terminales nerviosas en los tejidos periféricos
capaces de activarse en respuesta a la presencia de citoquinas y de esta forma
informar al SNC cuando ocurre una infeccion en la periferia. Dos ejemplos de esta
ultima via son las ramas aferentes del nervio vago y del nervio glosofaringeo (Maier
et al. 1998; Simons et al. 1998; Romeo et al. 2001).

Existen numerosos trabajos que muestran evidencias para los cuatro
mecanismos propuestos y es probable que todas estas formas de comunicacién sean
funcionales dependiendo del modelo y la severidad de la reaccion inflamatoria. Sin
embargo, se acepta generalmente que, en modelos de inflamacion baja o moderada,

las citoquinas periféricas y el LPS inyectado en forma sistémica no son capaces de
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actuar directamente sobre el parénquima del SNC sino que deben actuar por medio de
la activacion del endotelio cerebral o mediante la activacion de nervios periféricos
(Blatteis 1992). En estos casos la tasa de entrada de las citoquinas o el LPS es
extremadamente baja como para tener efecto. En caso de reacciones severas, las altas
concentraciones plasmaticas de citoquinas y LPS pueden producir una disrupcion de
la barrera hematoencefalica (Lustig et al. 1992; Persidsky et al. 1997; Dyatlov et al.
1998) que podria aumentar su tasa de entrada al SNC y hacer posible un efecto directo
sobre neuronas y células de la glia. Sin embargo, a pesar del evidente aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica no estd nada claro hasta el momento si
el LPS y las citoquinas proinflamatorias pueden llegar facilmente al parénquima
cerebral profundo, ya que en experimentos con citoquinas y LPS marcados
radiactivamente no se ha detectado radiactividad dentro del SNC luego de su
administracion periférica (Singh y Jiang 2004).

La via inversa de interaccion, desde el SNC hacia el sistema inmunolégico,
involucra la liberacion de hormonas a nivel hipotalamico e hipofisario y el control
directo por vias simpaticas y parasimpaticas. Existe en la actualidad un gran nimero
de trabajos en los que se define inequivocamente la inervacion simpatica y
parasimpatica del timo y del bazo y su funcion inmunomoduladora (Tollefson y

Bulloch 1990).

2.4.4. Citoquinas en el sistema nervioso central.
Cuando se hizo evidente que los cambios comportamentales y
neuroenddcrinos asociados a los procesos infecciosos estan mediados por la accion de
citoquinas, inmediatamente se pens6 que debian existir receptores para las mismas en

SNC. Los receptores se encontraron pero, dado que las citoquinas dificilmente
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podrian atravesar la barrera hematoencefalica, la explicacion mas coherente para la
presencia de los receptores de citoquinas en el SNC fue la sintesis central de estas
moléculas. En la actualidad la sintesis de citoquinas por parte de células del sistema
nervioso es aceptada en forma generalizada. Sin embargo, el rol de las citoquinas
centrales esta aun lejos de ser comprendido.

Resulta ahora muy claro que el sistema inmunologico se comunica con el
sistema nervioso central, pero es dificil entender por qué el SNC utiliza los mismos
mensajeros que el sistema inmune. Una vez que la informacién llega al endotelio
cerebral o a las terminales nerviosas periféricas, podria ser conducida por las vias
canodnicas de la comunicacion nerviosa; sin embargo, en muchos de los modelos de
inflamacién se observa que en respuesta al proceso inflamatorio se induce la sintesis
de citoquinas en diversas areas del cerebro, principal pero no exclusivamente, en los
organos sensoriales circumventriculares (CVOs) (Breder et al. 1994; Quan et al
1997; Vallieres y Rivest 1997; Nadeau y Rivest 1999).

Resulta interesante destacar que ademas de la respuesta del SNC a procesos
inflamatorios, las citoquinas sintetizadas en el SNC parecen tener un rol fundamental
en la modulacion del ciclo suefio/vigilia. El grupo de Krueger ha trabajado
extensamente en la regulacion del suefio por parte de las citoquinas y es posible decir
que éste es hasta el momento el rol mas claro para las citoquinas centrales (Kapas et
al. 1998; Krueger et al. 1998; Krueger et al. 2001; Krueger et al. 2003). Ademas
existen evidencias que sugieren que las citoquinas centrales podrian estar vinculadas a
la modulacion de funciones tales como alimentacidn, regulacion de la temperatura y
actividad locomotora. Ademas fueron implicadas en patologias neurodegenerativas y

depresion.
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2.5. Respuesta al LPS y citoquinas.

Como su nombre lo indica, el LPS (figura 2.12) es una molécula compleja
compuesta por un nucleo de azucares hidrofilicos unido covalentemente a un
componente lipofilico denominado “lipido A” compuesto por seis cadenas de acidos
grasos (de alrededor de 14 carbonos). EI LPS es un componente natural de la
membrana externa de bacterias gram negativas y su liberacion es el principal causante
de los dafios y alteraciones patofisiologicas asociadas a infecciones de tipo gram
negativo incluyendo fiebre, hipotermia y disfunciones neurologicas (revisado en
(Berczi 1998; Linthorst y Reul 1998).

Existen muchos tipos diferentes de LPS de acuerdo con la especie y cepa de la
cual se obtiene y del serotipo que presenta. Los serotipos varian principalmente de
acuerdo con la composicion de la fraccion lipidica y dependen en general del método
de purificacion utilizado para su obtencion. Habitualmente las bacterias utilizadas
para la obtencion de LPS son Escherichia coli y Salmonella typhimurium aunque
también se utilizan otras bacterias como Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa. Dentro de los LPS obtenidos de E. coli los mas comunmente utilizados
son 0127:B8, 055:B5 y 111:B14.

El poder inflamatorio del LPS varia notablemente de acuerdo con la bacteria
de la cual proviene y su serotipo. A su vez, se observa que si el LPS es hidrolizado,
obteniendo por un lado la fraccion hidrofilica y por otro el lipido A, la fraccion de
mayor potencia inflamatoria es el lipido A, que es el componente capaz de unirse a la

proteina de union a LPS, LBP (del inglés LPS-binding protein).
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A) Fotografia obtenida por microscopia electronica en la cual se pueden observar las terminales pre (pre) y
postsinaptica (post) de una sinapsis que esta estrechamente rodeada por un proceso de un astrosito (*). B)
Esquema que representa algunas de las posibles vias de interaccion en la sinapsis tripartita modificado de
Newman et al, 2004. En la sinapsis tripartita, los astrocitos participan activamente del proceso sinaptico
modulando la concentracion de neurotransmisores en el espacio sindptico y regulando la actividad neuronal
por medio de mensajeros paracrinos tales como el ATP. Esta modulacion ejercida por los astrocitos incluye
tanto la captacion y o degradacion de los neurotranmisores como su liberacion

Al ser administrado en forma periférica, el LPS forma un complejo con la
isoforma soluble de CD14 (CD14s) y LBP (Wright ef al. 1990). El complejo LPS-
CD14s-LBP entra en contacto con células que expresan CD14 en su membrana
(CD14m) y el LPS es transferido del CDI14s al CD14m. Luego un cambio
conformacional en CD14m permite que el LPS sea incorporado a la célula (Hailman
et al. 1996; Vasselon et al. 1999). Tras ingresar a la célula el LPS activa numerosas
vias de transduccion de sefiales que inducen la expresion de genes proinflamatorios y
la liberacion de moléculas de sefializacion tales como NO, citoquinas anti y pro
inflamatorias, aminoacidos excitatorios, aminas bidgenas, etc. La respuesta del
sistema inmunoldgico a la presencia de LPS incluye la activacion de linfocitos T y B
pero no genera linfocitos de memoria y no produce una liberaciébn masiva de
inmunoglobulinas. Sin embargo, la exposicion repetida a LPS (generalmente en dosis

bajas) disminuye temporariamente la reaccion del organismo en un fenémeno
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conocido como tolerizacion. Este proceso es utilizado muchas veces con el objeto de
disminuir los efectos de reacciones alérgicas causadas por bacterias gram negativas.

La respuesta neuroenddcrina y metabolica a las infecciones es conocida hoy
como respuesta de fase aguda APR (del inglés acute phase response). La APR incluye
la sintesis de un gran numero de proteinas y glicoproteinas de fase aguda
(principalmente de origen hepatico) entre las que se encuentran LBP, proteina C
reactiva (CR), componentes del complemento (anafilotoxinas), fibrindgeno, inhibidor
de al-proteasas, 02 macroglobulinas y enzimas convertidoras de citoquinas entre
muchas otras. Ademas de estas proteinas, la APR incluye la liberacion de citoquinas
pro y antiinflamatorias y una respuesta neuroendocrina que involucra aumentos de
ACTH, glucocorticoides, hormona de crecimiento, insulina, glucagon, MSH,
endorfinas, adrenalina, noradrenalina, AVP y aldosterona, entre otras hormonas.

La APR va acompafada en general de una serie de cambios comportamentales
y fisiologicos que, como ya mencionamos, se engloban bajo el término sickness
behaviour y que incluyen aislamiento social, pérdida del apetito y de la libido,
disminucion de la actividad exploratoria y de la actividad general, cambios en el
comportamiento termoregulatorio (temblores, piloereccion y otros), aumento del
suefio de onda lenta, diarrea y fiebre o hipotermia (Dantzer et al. 1998; Linthorst y
Reul 1998; Kronfol y Remick 2000; Dantzer 2001; Gahtan y Overmier 2001).

Es de interés notar que todos los fendmenos asociados al sickness behaviour y
a la APR son procesos normalmente modulados por el sistema circadiano y que en
patologias “cronobioldgicas”, como el sindrome de depresion estacional (SAD),
también estan alterados. De hecho, si se establece una comparacion entre la respuesta
a una infeccion, la respuesta de estrés, la depresion mayor y el SAD, se observa que

comparten muchas de sus caracteristicas.
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2.6. Astrocitos y el sistema circadiano

La existencia de la neuroglia fue propuesta por el patélogo aleman Rudolph
Virchow a mediados del siglo XIX quien acufi¢ el término neuroglia (cemento
neuronal) en el ano 1856. Al referirse a la neuroglia, Virchow parece haberse referido
al tejido intersticial que rodea las neuronas sin asignarle un componente celular. Por
lo tanto, la neuroglia era vista en un principio como un cemento en el cual estan
inmersas las neuronas y de hecho era considerada un tejido conectivo de origen
mesodérmico. Al mismo tiempo, otro patdlogo aleman, Heinrich Miiller, publico el
primer dibujo de una célula de la glia (muy superior en calidad a los presentados por
Virchow) y ya en 1851 habia notado en un estudio comparativo entre varios
vertebrados que la retina tiene fibras radiales, a las que hoy conocemos como células
de Miiller. Rapidamente, y a medida que avanzaban las técnicas histoquimicas, se
hizo evidente que la neuroglia no era de origen mesodérmico y que estaba compuesta
por células de una gran variedad estructural. Ya en 1909 Cajal afirm6 que “hemos
enfatizado que dos elementos especiales, que son en realidad abstracciones derivadas
de muchos ejemplos, forman todo tejido nervioso: la neurona con sus procesos y la
célula de la glia”.

Desde mediados del siglo pasado el analisis histologico dejo lugar al estudio
funcional de la glia, lo que permitio asignarle funciones a los diferentes tipos de
células que la componen. En forma simplificada podemos decir que la glia esta
compuesta, en principio, por dos grupos de células, la macroglia y la microglia. Al
primer grupo corresponden las células ependimales (que recubren los ventriculos

cerebrales), los oligodendrocitos (que forman vainas de mielina) y los astrocitos (con
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funciones muy variadas). Entretanto, la microglia tiene una funcioén primordialmente
macrofagica y de respuesta a agentes extrafios.

Los estudios desarrollados en células de la glia en la ultima década
revolucionaron la neurobiologia tradicional. Hoy sabemos que, por medio de sefiales
quimicas convencionales y no convencionales, las células gliales pueden regular la
formacion de sinapsis (Fields y Stevens-Graham 2002), controlar la fuerza sinaptica y
hasta diferenciarse a neuronas (Kondo y Raff 2000; Seri et al. 2001). Por otro lado, la
actividad neuronal es capaz de regular la actividad y la fisiologia glial incluyendo su
proliferacion y diferenciacion. La glia también estd implicada en el metabolismo de la
glucosa y la liberacion de neuropéptidos y aminodcidos excitatorios. De esta forma,
las células de la glia dejaron de ser consideradas como células accesorias que
funcionan simplemente como sostén fisioldgico y anatomico de las neuronas para
tomar un rol activo en la fisiologia del sistema nervioso.

Las funciones de los astrocitos incluyen la produccion y secrecion de
moléculas de adhesion y de matriz extracelular, guia para la migracion neuronal,
produccion de factores neurotroficos, participacion en el proceso de angiogénesis
cerebral, induccion y mantenimiento de la Barrera Hematoencefalica (BHE),
regulaciéon de pH, concentracion idnica y osmolaridad, detoxificacion, funciones
neuroenddcrinas, fagocitosis y funciones inmunes (Kettenmann y Ransom 2005). De
hecho, la importancia de los astrocitos en la regulacion de la actividad sindptica llevo
a crear el concepto de la “sinapsis tripartita” (figura 2.13) en la que ademas de las
neuronas pre y postsindptica, participan astrocitos capaces de liberar y recaptar
sustancias neuroactivas (Araque et al. 1999). Se ha demostrado también que los
astrocitos suelen estar unidos entre si por uniones de tipo gap, lo que los transforma

en una suerte de tejido sincisial en el que las sefiales se pueden propagar de una célula
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a otra por medio de ondas de calcio e incluso por cambios en el potencial de
membrana. También se han descripto hemidesmosomas por medio de los cuales
pueden liberar neuropéptidos, aminoacidos excitatorios y sustancias necesarias para el
metabolismo neuronal. Se caracterizan ademds por ser células extremadamente
complejas con receptores para una gran cantidad de moléculas sefalizadoras entre las
que se pueden nombrar casi todos los neuropéptidos, catecolaminas, aminoacidos
excitatorios, GABA, citoquinas, neurotrofinas, prostaglandinas, tromboxanos,
factores de crecimiento y muchas hormonas. También tienen la capacidad de
sintetizar muchos de esos compuestos (ver tabla 2.4). Esto los transforma en células

capaces de desplegar una gran variedad de respuestas frente a muy diversos estimulos.

Tabla 2.4. Moléculas de sefalizacion y receptores expresados en astrocitos.

Familia Ligando normal | reactivo Receptor
Hormonas TRH TRH1
Oxcitocina
Purinas Adenosina A2A

ATP P2X7
(Bradiquinina) B1 y 2 (in vitro)
(Taquiquiinina) NKI1,2y3
(Sommatostatina) SST,a
(Histamina) Hl y H2

Neuropéptidos (Dopamina) D1yD2
Glicina
Glutamato Todos los receptores de

glutamato
Aspartato
1L-4 nd nd IL-4R
TNFa - ++ TNFRI
IL-1 - ++ IL-1R1
IL-6 + +++ -
IFNy - ++ IFNR
IFNo/B - ++ IFNR
IL-10 nd nd IL-10R
Citoquina; y _factores de [1IF + +++ LIF receptor
crecimiento Prolactina

Prostaglandinas + +++
TGFa + Nd ErbB1-4
TGFp ++ Nd TGFBreceptor
GDNF - +++
BDNF - +++
NGF +++ ++++
CNTF + +++ CNTFreceptor
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Tabla 2.4. Se detallan aquellas moléculas liberadas por astrocitos in vivo o in vitro y los receptores para
dichas moléculas cuya expresion se ha demostrado in vivo o in vitro. Para aquellas moléculas estudiadas en
condiciones basales y en astrocitos reactivos se detalla cualitativamente la expresion en cada caso con los
signos mas indicando mayor expresion. Las celdas vacias corresponden a moléculas no descriptas hasta el
momento y las celdas con un signo — corresponden a moléculas presumiblemente no expresadas en astrocitos.
Abreviaturas: ATP, adenosina trifosfato, BDNF, factor neurotrofico derivado de cerebro; CNTF factor
neurotrofico ciliar; GDNF, factor neurotréfico derivado de células gliales; IFN, interferon; IL, interleuquina;
LIF, NGF, factor de crecimiento neuronal; TGF, factor de crecimiento transformante; TNF, factor de necrosis
tumoral; TRH, hormona liberadora de tirotrofina.

(Qué es lo que sabemos del rol de los astrocitos en el sistema circadiano?
Desgraciadamente, extremadamente poco. Si bien existen trabajos en los que se
demuestra la participacion de la glia y en particular de los astrocitos en el sistema
circadiano de diversos animales (van den Pol et al. 1992; Prosser et al. 1994;

Shinohara et al. 2000), su rol esta muy lejos de haber sido esclarecido.

A la compleja anatomia de los NSQ (Abrahamson y Moore 2001) se le agrega
la presencia de los astrocitos que, a juzgar por la heterogeneidad de respuestas a
neurotransmisores, son también muy heterogéneos (van den Pol er al 1992). La
densidad de astrocitos en los NSQ de mamiferos es muy alta en comparacién con
otras estructuras cerebrales, llegando a un astrocito por cada tres neuronas (Guldner
1983; Morin et al. 1989). Como se mencion6 anteriormente, los pulsos de luz durante
la noche inducen la expresion de c-Fos en los NSQ y en ratones se demostré mediante
estudios de microscopia electronica que aproximadamente un 7% de la
inmunoreactividad de c-Fos inducida por la luz se da en astrocitos (Castel et al.
1997). Este resultado concuerda con un trabajo previo en ratas en el que se
encontraron aumentos de expresion de c-FOS en células gliales en respuesta a la luz
(Bennett y Schwartz 1994). También existen evidencias que indican que esta
activacion de c-Fos en respuesta a la luz y la actividad de la glucogeno fosforilasa,
una enzima que en el SNC se encuentra principalmente en astrocitos, son circadianas.

Estudios de la expresion de la proteina glial fibrilar acida (GFAP), un microfilamento
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intermedio del citoesqueleto de astrocitos, indican ademas que los astrocitos presentan
variaciones circadianas en su distribucion en hamsteres (Lavialle y Serviere 1993),
aunque existen datos contradictorios en ratones y ratas (Fernandez-Galaz et al. 1999;
Moriya et al. 2000). A su vez, ratones knock-out de GFAP muestran alteraciones en
sus ritmos circadianos y animales enucleados muestran una disminuciéon de la
inmunoreactividad de GFAP (GFAPir) en los NSQ (Yamazaki et al. 2002).

Dado que el significado fisioloégico de los fendémenos mencionados en el
parrafo anterior es poco claro analizaremos con mayor detalle los resultados que
vinculan a los astrocitos con el reloj. En mamiferos ha sido demostrada una
inmunorreactividad de GFAP (GFAPir) particularmente densa en los NSQ ((Morin et
al. 1989)) estimando que un astrocito puede tener contacto con cientos de neuronas
influyendo sobre su comportamiento. Se sabe ademas que los astrocitos de los NSQ
son capaces de acoplarse mediante uniones gap, tanto in vivo como in vitro (van den
Pol et al. 1992; Welsh y Reppert 1996) y que el bloqueo de dichas uniones interrumpe
el patron circadiano de disparos neuronales durante el periodo de accion de la droga,
recuperandose luego el patron normal (Prosser et al. 1994). Asimismo, la
administraciéon i.c.v. del inhibidor del metabolismo glial provoca arritmicidad
comportamental durante 1 semana, recuperandose luego la actividad locomotora
normal pero con un retraso de fase (Prosser et al. 1994).

Siguiendo el mismo tipo de andlisis se ha observado que la incubacion de
NSQ en cultivo en presencia de antimitoticos (normalmente utilizados para reducir el
numero de células gliales) desincroniza los ritmos de liberacién de péptidos VIP y
AVP (Shinohara et al. 1995).

En otra estrategia de investigacion sobre el rol de estas células en el reloj se

analizo la relacion existente entre el desarrollo del RHT y la aparicion de los
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astrocitos en los NSQ (Lavialle y Serviere 1995). En ratas, donde la tincion de GFAP
se observa preferentemente en la zona ventral de los NSQ (Tamada et al. 1998;
Munekawa et al. 2000), se produce un aumento de la GFAPir en dos momentos
determinados del periodo postnatal: durante los dias 3 y 4 (P3-P4) se observa un
aumento del nimero de células GFAP positivas y entre los dias P20-P25 un
incremento en el namero de procesos (o prolongaciones) GFAP positivos,
alcanzandose a P30 el nivel de adulto (Munekawa et al. 2000).

Debido a la relacion existente entre la aparicion de astrocitos en los NSQ y el
desarrollo del RHT, es importante definir si los astrocitos estan involucrados en el
fendmeno de sincronizacidon fotica y si la luz tiene efectos sobre la morfologia y
funcién de estas células. Lo primero que se observo es que, en hamsteres, la GFAPir
varia a lo largo del dia no s6lo en condiciones de luz oscuridad (L:O) sino también en
oscuridad constante (O:0) (Lavialle y Serviere 1993). La variacion circadiana es
observada en la distribucién de GFAP, pasando desde una red compacta a un estado
mas laxo. Sin embargo, hay diferencias en cuanto a la presencia, o no, de un ritmo de
GFAP-Ir en las especies analizadas. En rata parece no haber ritmo de GFAP-Ir ni en
LD ni en DD (Tamada et al. 1998; Munekawa et al. 2000). Analogamente, Moriya y
colaboradores reportaron en ratones la ausencia de variacion en GFAPir (figura 2.14)
en todas las condiciones analizadas (DD, LD y LL) (Moriya et al. 2000) si bien
Araujo y colaboradores mostraron un ritmo de GFAP en ratones C57BL/6 coincidente
con el reportado por Lavialle en hamster (Araujo, 2003, comunicacion peronal). En el
mismo trabajo, Moriya y colaboradores estudiaron el ritmo de actividad locomotora
de ratones knock-out de GFAP, observando igual comportamiento que los ratones de

cepa salvaje en LD, DD y respuesta a pulsos de luz. La tnica diferencia significativa
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que pudieron caracterizar es una mayor arritmicidad de los mutantes, con respecto a

los controles, al situarlos en condiciones de luz constante (LL).

Figura 2.14. Hasta el momento la presencia de ritmos de GFAPir en los NSQ de ratones es
contradictoria.

La cuantificacion de la GFAPir en los NSQ de ratones no es simple y hasta el
momento existen evidencias contradictorias acerca de la presencia de ritmos en
ratones. En el panel superior se pueden observar las microfotografias publicadas por
Moriya y colaboradores (1999) de acuerdo a las cuales dicen no encontrar ritmos de
la GFAPIr. Sin embargo en las fotos parece evidente una mayor GFAPIr a ZT2 asi
como una clara diferencia en la localizaciéon antémica de la inmunomarcaion. En el
panel inferior se puede observar la cuantificacion de la GFAPir en los NSQ de
hamsteres reportada por Lavialle et al., 2001. En dicho trabajo se reporta una mayor
area cubierta por GFAPIr alrededor de ZT 3 en ciclos L:O (LD en la figura) y un
resultado similar en ciclos O:O (DD en la figura).

Mas alla de la supuesta ausencia de ritmos de GFAPir en raton y rata, el grupo
de Lavialle y colaboradores public6 mas tarde un nuevo trabajo donde no solo
confirmaron la presencia de una variacion circadiana en GFAPir en los NSQ de
hamsteres en diferentes condiciones (LD, LL y DD), sino que ademas caracterizaron
la inmunorreactividad del marcador glial a lo largo del eje antero-posterior mostrando
diferencias de acuerdo con la zona de los NSQ observada (Lavialle ef al. 2001). Por
otro lado, la enucleacion bilateral de hamsteres produce una notable disminucion de la

GFAPir, atn en aquellos animales mantenidos en DD desde su nacimiento (Lavialle

et al. 2001; Yamazaki et al. 2002). Si bien se analiz¢ la distribucion de muchos de los
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neuropéptidos de los NSQ en los animales enucleados, las unicas alteraciones halladas
hasta el momento son la disminucién de GFAPir y el ritmo de fosforilacion de ERK1
y 2 (del inglés extracellular signal-regulated kinases 1 & 2) en la zona central de los
NSQ (Lee et al. 2003).

Sin duda, los astrocitos estan involucrados en el funcionamiento del reloj de
una u otra manera. Su relacion con el desarrollo del TRH y la disminucion de GFAPir
en animales enucleados sugiere que estarian vinculados a la via de entrada del sistema
pero, ademads, dado que la expresion de TGFa estaria involucrada en el output del
reloj (Kramer et al. 2001) y se sabe que las células responsables de su expresion en
los NSQ son astrocitos (Li et al. 2002), es posible que estén involucrados también en
las vias de salida. Hay dos factores que hacen aun mas complicado el analisis de estos
resultados: por un lado se sabe muy poco acerca del rol fisiologico de GFAP haciendo
imposible por el momento entender desde el punto de vista funcional cual es el
significado de los cambios en la GFAPir o de las observaciones en los knock-out de
GFAP vy, por otro lado, la eliminacion de los astrocitos, la inhibicion de su
metabolismo o el bloqueo de la comunicacion entre ellos puede afectar de manera
indirecta a las neuronas, dado que la glia es indispensable para estas células. Por lo
tanto, si se inhibe el metabolismo glial, las neuronas pueden verse afectadas y en ese
caso no podremos discernir si la causa del efecto observado es por la falta de la
funcion glial o por muerte o mal funcionamiento neuronal.

Muy recientemente se ha reportado que, en los mamiferos, los astrocitos
presentan ritmicidad circadiana in vivo (Prolo et al. 2005) y como ya fue mencionado,
estarian involucrados en la comunicacion entre la retina y los NSQ. En otros

animales, los astrocitos también han sido vinculados al sistema circadiano. En polillas
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se ha descripto la expresion ritmica de Perl en astrocitos y en moscas se describieron
ritmos circadianos en el volumen celular de astrocitos (Wise et al. 2002).

Los astrocitos no s6lo estan relacionados con el sistema circadiano sino que
también estan en estrecha comunicacion con el sistema inmunologico. Una de las
funciones “clasicas” de los astrocitos es su funcion como células inmunocompetentes
en el SNC (Dong y Benveniste 2001). Estas células tienen la capacidad de responder a
una amplia variedad de citoquinas, entre las que podemos nombrar a IL-1, TNFa,
IFNy y otras interleuquinas (IL-6, -10), entre las mas importantes. La liberacion de
algunas de estas moléculas por parte de los astrocitos hace que sean fundamentales en
la naturaleza, magnitud y duracién de los procesos inflamatorios en el SNC. Ademas
se ha propuesto que el mantenimiento de la homeostasis tisular y la respuesta a
estimulos patologicos en el SNC depende de una compleja accion integrada de
citoquinas predominantemente producidas por la neuroglia (Aloisi, 2004). Tanto IL-1
como TNFoa han sido involucradas en mecanismos de formacion de memoria,
aprendizaje, sueno y otras funciones del SNC (Katsuki et al. 1990; Hauss-Wegrzyniak
et al. 1998; Krueger et al. 1998; Gahtan y Overmier 2001).

IL-1 es un polipéptido sintetizado tanto por astrocitos como por la microglia
en el SNC. Cuando se inyecta en forma i.c.v. promueve el proceso denominado
astrogliosis (Aschner 1998a), que es el sello de muchas enfermedades
neurodegenerativas y se caracteriza por la proliferacion, cambios morfologicos y
aumento de la expresion de ciertas proteinas. Se sabe también que la estimulacion de
astrocitos con IL-1 in vitro desencadena la liberacion de otras citoquinas como TNFa,
IL-6, G-CSF y GM-CSF (Aschner 1998b) y que el LPS estimula la liberacion de IL-1
por parte de los astrocitos en cultivo (Fontana et al. 1982). Por lo tanto, los astrocitos

son capaces de responder a IL-1 y de secretarla en respuesta a ciertos estimulos.
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TNF-a es otra citoquina proinflamatoria de 17 kDa expresada por astrocitos y
microglia en el SNC (Aschner 1998a). La administracion de este factor aumenta la
permeabilidad del endotelio vascular (Brett et al. 1989) y estimula la liberacion de
otras citoquinas (IL-1, -6 y también TNFa) en diversos tipos celulares, incluidos los

astrocitos (Aschner 1998b).

2.7. El factor de transcripcion NF-xB.

Como se mencioné anteriormente, la respuesta al LPS y a las citoquinas
proinflamatorias requiere de la activacion del factor de transcripcion NF-kB. Este
factor de transcripcion es realmente asombroso en varios aspectos: es activado por
una gran diversidad de estimulos, es capaz de inducir la expresion de un gran numero
de genes, interactia con muchos otros factores de transcripcion, tiene una regulacion
extremadamente compleja, da lugar a respuestas extremadamente rapidas y esta
altamente conservado en la escala evolutiva.

Originalmente fue descripto como un factor de transcripcion vinculado al sistema
inmune pero, si bien tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa dependen de
su activacion, actualmente se le conocen muchas otras funciones fuera del sistema
inmunologico. Su actividad ha sido vinculada a procesos de desarrollo, apoptosis,
procesos de aprendizaje y memoria, proteccion frente a situaciones ambientales
nocivas como la exposicion a radiacion ultravioleta o a radicales libres y muchos
otros procesos mas. En términos generales se puede decir que se trata de un factor de
transcripcion vinculado a estimulos del medio que requieren de la induccion de
respuestas rapidas.

Si bien los mecanismos de control de la actividad transcripcional de NF-kB vienen

siendo revisados constantemente y aparecen continuamente datos novedosos que
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ponen en duda los paradigmas anteriores de activacion, podemos decir que en
términos generales se trata de un dimero de localizacion citoplasmatica que al ser
activado se trasloca al ntcleo donde ejerce su actividad transcripcional uniéndose a
secuencias consenso en el ADN en los promotores de los genes blanco (Karin ef al.
2004).

NF-«B representa en realidad a un grupo de proteinas estructuralmente relacionadas y
evolutivamente conservadas que en mamiferos tiene cinco componentes, Rel (c-Rel),
RelA (p65), RelB, NF-«xB1 (p50 y su precursor p105) y NF-xB2 (p52 y su precursor
p100). Las proteinas de este grupo pueden existir como homo o heterodimeros y si
bien casi todas las combinaciones son transcripcionalmente activas, los homodimeros
de p50 y de p52 pueden reprimir la transcripcion de sus genes blanco (Zhong et al.
2002). Presentan un dominio de homologia Rel (RHD) de 300 aminoacidos altamente
conservado en su extremo N-terminal que les permite unirse al ADN, dimerizarse y
unirse a proteinas inhibitorias (IkB) (Ghosh ef al. 1998). En reposo, la mayor parte de
los dimeros de NF-kB se encuentran retenidos en el citoplasma unidos a proteinas de
la familia IxB.

La familia IkB tiene siete miembros conocidos en mamiferos, [xBa, IkBp, IxBe, IkBy,
Bcl-3 y las proteinas Rel precursoras p105 y p100. Las proteinas de la familia IkB se
caracterizan por la presencia de multiples dominios de tipo ankirina, que son
dominios de interaccion proteina-proteina y les permiten a los miembros de esta
familia interactuar con NF-kB mediante el dominio RHD.

Como se puede ver en la figura 2.15, una gran variedad de agonistas puede activar
una via de sefializacion que finalmente resulta en la activacion de una kinasa
especifica de IkB (IKK) (Karin y Ben-Neriah 2000). IKK es un complejo compuesto

al menos por tres subunidades, IKKa, IKKB ¢ IKKy (NEMO). IKKa y B son las
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subunidades cataliticas e IKKy es una subunidad regulatoria que probablemente es la
que vincula al complejo con sus activadores. Se demostré que el peso molecular del
complejo IKK es de entre 700 y 900 kDa, lo que sugiere que ademas de las tres
subunidades descriptas deben existir otros miembros. Recientemente se sugirio que
Cdc37 y HSP90 serian también componentes del complejo IKK aunque su funcion en

este complejo es atin desconocida (Chen et al. 2002).
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Via Clasica de activacion

TNFRI1y 2
IL-1R Via alternativa de activacion
TLR LTBR
TCR y BCR BAFFR
Cha CD40R
uv agonistas o2

Figura 2.15. Vias de activacion de NF-kB.

Existe una gran variedad de estimulos capaces de activar al factor de transcripcion NF-
kB por dos vias principales. La via clésica es mediada por la activacion de IKKP que
lleva a la fosforilacion y degradacion de IkB. La via alternativa involucra la activacion
de IKKa mediada por NIK y la posteriror fosforilacion y procesamiento de pl100
generando heterodimeros p52:RelB. En ambas vias los dimeros libres migran al nticleo
donde pueden inducir la expresion de aproximadamente 50 genes diferentes.
(Modificado de Hayden y Ghosh, 2004).

La activacion de IKK, esencial para la activacion de NF-«B, lleva a la fosforilacion de
por lo menos dos residuos serina en la region N-terminal regulatoria de IxB. Esta

fosforilacion marca a las proteinas IkB para la poliubiquitinizacion por parte de una
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ubiquitina ligasa perteneciente a la familia SCF (Ben-Neriah 2002). Una vez
ubiquitinadas, las proteinas kB son degradadas por el proteosoma, liberando a NF-xB
y permitiendo su entrada al nucleo. La entrada de NF-xB al nticleo depende de sefiales
de localizacion nuclear (NLS) que estan parcialmente enmascaradas en el complejo
NF-kB:IkB y son liberadas al ser degradada IxB. Sin embargo, se ha demostrado que
IkB presenta una sefial de exportacion nuclear y que luego de la activacion de NF-«xB,
puede ingresar al nucleo, unirse al dimero y forzar la exportacion de todo el complejo
hacia el citoplasma (Arenzana-Seisdedos ef al. 1997; Rodriguez et al. 1999).

Existen trabajos que sugieren que el complejo NF-kB:1kB es capaz de entrar al nucleo
por medio de una NLS en p50 que no es enmascarada por IkB y que una vez en el
nucleo, la NES de IkB llevaria a todo el complejo nuevamente al citoplasma ((Tam et
al. 2000; Malek et al. 2001). Esto llevaria al establecimiento de un equilibrio entre la
localizacion nuclear y citoplasmatica del complejo NF-xB:IkB que quedaria
determinado por la dominancia del efecto de NES sobre NLS. Asimismo se ha
descripto que la proteina BTrCP, responsable de la union entre kB fosforilado y la
ubiquitina ligasa, estd localizada exclusivamente en el nucleo poniendo en duda la
localizacion citoplasmatica del proceso de degradacion de IkB (Ben-Neriah 2002;
Davis et al. 2002).

La actividad transcripcional de NF-kB también parece ser regulada en forma bastante
compleja. De hecho sabemos en la actualidad que no basta con que el dimero entre al
nicleo, sino que tendria que sufrir algunas modificaciones postraduccionales
(acetilaciones y/o fosforilaciones) para ser transcripcionalmente activo (Mosialos y
Gilmore 1993; Neumann et al. 1995). Esto probablemente se deba a que el extremo
C-terminal de p65 podria interactuar con el RHD interfiriendo en la unién al DNA y a

coactivadores. La fosforilacion en la serina 276 y otras modificaciones serian capaces
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de prevenir esta asociacion intramolecular. Muchas enzimas quinasas fueron
involucradas en la fosforilacion de NF-kB incluyendo la subunidad catalitica de PKA
(PKAc), PKCC, caseina quinasa II (CKII), IKK, NIK y las serina/treonina quinasas
GSK3p y TBK/t2k/NAK.

Es evidente, por lo tanto, que NF-kB es un factor de transcripcion extremadamente
complejo dado que su actividad transcripcional se regula a muchos niveles y puede
ser activada por muchos estimulos diferentes. Es un participe necesario de las
respuestas de tipo inflamatorio incluyendo la respuesta a IL-1, TNFa, LPS y otras
pero ademas participa de varios procesos fisioldgicos a nivel del SNC incluyendo
memoria y aprendizaje, potenciacion a largo término, ciclo suefio-vigilia y otros
(Kassed y Herkenham 2004).

La pregunta que cabe hacerse es, entonces, si NF-kB esta de alguna forma vinculado
al sistema circadiano. Existen numerosas evidencias que NF-kB participa de alguna
forma en el sistema circadiano. Por un lado, J. Krueger y colaboradores mostraron que
el efecto de las citoquinas sobre el ciclo suefio:vigilia es dependiente de la activacion
de NF-kB y ademas observaron ritmos diarios en su actividad en la corteza de ratas
con maximos durante la mafiana (Chen et al. 1999). También se ha sugerido que el
efecto inmunomodulador de la melatonina depende de sus propiedades antioxidantes
que le darian la capacidad de inhibir la activacion de NF-xB y que en el bazo
existirian variaciones diarias de actividad kB que podrian ser sincronizadas por
melatonina (Chuang ef al. 1996). En cuanto al sistema circadiano propiamente dicho,
existen dos trabajos hasta el momento que sugieren un rol de NF-kB. Por un lado
Hayashi y colaboradores propusieron que los ratones de periodo anormalmente largo
presentan una mutacion en el cromosoma 19 que estaria vinculada al gen de IKK,

muestran la presencia de mensajeros de esta enzima en los NSQ (Hayashi ez al. 2003).
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Asimismo, en nuestro laboratorio hemos demostrado la presencia de NF-xB en los
NSQ de hamsteres y su relevancia en los avances de fase inducidos por luz (Marpegan
et al. 2004). En dicho trabajo observamos por western blot que existe expresion de
p65 en los NSQ de hamsteres y que dicha expresion no presenta variaciones diarias ni
circadianas (figura 2.16). A su vez mostramos que la expresion de p65 en los NSQ
correlaciona con la actividad NF-xB demostrada por medio de ensayos de cambio de
movilidad electroforética (figura 2.17) y que la aplicacion i.c.v. de pirrolidina
ditiocarbamato (PDTC), un inhibidor de la activacion de NF-kB, previa a un pulso de
luz saturante a CT18 inhibe los avances de fase observados (figura 2.18).

En conjunto estas evidencias sugieren que la via de NF-xB estaria involucrada de una
forma aun no del todo clara en el sistema circadiano de mamiferos. Es evidente por lo
tanto que NF-xB seria un candidato ideal como posible mediador de las interacciones

neuroinmunes en el sistema circadiano de mamiferos.
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Figura 2.16. Expresion de p65 en los NSQ de hamster.

Western blots representativos de extractos totales provenientes de NSQ de hamsteres
provenientes de ciclos L:O u O:0, sacrificados en distintos horarios. No se encontraron
variaciones diarias ni circadianas significativas en la expresion de la subunidad p65 de
NF-kB en los NSQ de hamsteres.
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Figura 2.17. Actividad de NF-kB en los NSQ de hamsteres.

La actividad de NF-kB en los NSQ de hamster fue estudiada mediante ensayos de cambio
de movilidad electroforética. Se identificaron bandas especificas correspondientes a la
unién de NF-kB al oligonucle6tido especifico kB marcado radiactivamente.
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Figura 2.18. La aplicacion de PDTC i.c.v. inhibe los avances de fase inducidos por luz en hamster.
La aplicacion de pulsos de luz saturante a ZT 18 en hamsteres produce adelantos de fase que fueron
inhibidos al aplicar PDTC en forma i.c.v. Esto sugiere que NF-kB participa del mecanismo de
transduccion de sefiales involucrado en la generacion de avances de fase en respuesta a la luz.

2.8. Algunas evidencias de la interaccion entre los sistemas circadiano e
inmune.

Hasta el momento describimos al sistema circadiano, como es capaz de
controlar variables inmunologicas (entre muchas otras) y nos detuvimos
momentaneamente en las interacciones neuroinmunes, los astrocitos y el factor de
transcripcion NF-kB. Pero mas alla de una descripcion de las partes, la idea de este
trabajo es entender como todas estas partes pueden interactuar entre si. Y para esto es

necesario describir brevemente cuales fueron las principales evidencias que nos
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llevaron a pensar que efectivamente los sistemas circadianos e inmune interactuan
entre si.

Basta recordar lo ya mencionado acerca de los ritmos de las variables inmunes en la
seccion 2.3 para saber que el sistema circadiano modula al sistema inmune. Y basta
recordar las palabras de Fraser en la seccion 2.2 para pensar que los multiples
osciladores enddgenos y las variables por ellos controladas deben interactuar entre si
para mantener el presente organico que es la vida. Esto nos lleva a pensar que debe
existir una via de retroalimentacion desde el sistema inmune hacia el sistema
circadiano, pero necesitamos evidencias. Como se puede ver en la tabla 2.5, hay unas
cuantas, aunque hay algunas que son particularmente interesantes. Ellas son las
alteraciones de la actividad bioeléctrica de los NSQ descriptas por Romanovski y
colaboradores en 1988, las alteraciones del sistema circadiano en patologias
infecciosas como mal de Chagas, malaria e infecciones por HIV (Romanovskii y
Grigor'ev 1988; Bourin et al. 1993; Vagnucci y Winkelstein 1993; Bentivoglio et al.
1994; Fernandez Alfonso et al. 2003), la modulacién de la respuesta a la luz por parte
de inmunosupresores (Golombek et al. 1998), la disminucién de la respuesta del eje
HPA frente al tratamiento con LPS en animales con los NSQ lesionados (Givalois et
al. 1999) y la presencia de receptores de IFNy en los NSQ (Lundkvist et al. 1999).
Ademas cabe resaltar la importancia del resultado obtenido por Halberg en referencia
a la mortalidad inducida por endotoxina (Halberg et al. 1960). Teniendo en cuenta
que la incidencia de la mortalidad por shock séptico es alta (sobre todo en accidentes
y abortos inducidos) el hecho de que haya una diferencia de mortalidad del 60 % o
mas de acuerdo al horario en que se produce la septicemia podria ser de gran

relevancia clinica si los mismos mecanismos estuvieran implicados en el humano.
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El hecho de que la ciclosporina A y el Tacrolimus produzcan cambios de fase y
alteren las respuestas del sistema circadiano a la luz (Golombek et al. 1998), es
extremadamente sugestivo ya que plantea la posibilidad de que el sistema
inmunologico esté vinculado al circadiano en condiciones fisiologicas. En otras
palabras, si un inmunosupresor tiene un efecto por si mismo es porque el sistema
inmune estd involucrado en la respuesta fisiologica. Esto concuerda con el rol
propuesto para las citoquinas en la fisiologia del suefio (Krueger ef al. 2001; Krueger
et al. 2003), funcion para la cual no se requiere (por suerte) una activacion exogena
del sistema inmunolégico. Comenzar a comprender cudl es la funcion de las variables
inmunologicas en el sistema circadiano tanto en condiciones fisiolodgicas como
patologicas es el objetivo de este trabajo.

Tabla 2.5. Publicaciones que aportan evidencias de una interaccion neuroinmune en

el sistema circadiano.

Aifio Autor Evidencias de interaccion aportadas.

1950 Halberg Diferencia diaria en la mortalidad inducida por dosis letales de LPS.

1985 Hrushesky Estudio cronoofarmacolégico del inmunosupresor Ciclosporina A en pacientes con
dafio renal

1988 Romanovskii La aplicaciéon de LFM/IL-1 altera la actividad eléctrica de los NSQ y varios otros
nucleos hipotalamicos (en ruso).

1994 Hrushevsky Diferencia diaria en la mortalidad inducida por dosis letales de caquectina/TNFa.
Bentivoglio describe alteraciones del sistema circadiano en animales con
tripanosomiasis experimental.

1996 | Lancel y Mathias | Estudiando el efecto de IL-1 sobre EEG, describen una variacion circadiana en sus
efectos.

1997 Ohdo Variacion circadiana en la fiebre inducida por la administracion de IFNa. Floyd
encuentra una variacion diaria de TNF en el cerebro.

Lundkvist Expresion diaria del receptor de IFNy en los NSQ. Opp y Toth analizan los efectos
somnogénicos y pirogénicos de IL-1 y de LPS y demuestran la participacion del vago
en estas respuestas.

1998 Golombek Los inmunosupresores Ciclosporina A y Tacrolimus modulan la actividad del sistema
circadiano y su respuestas a la luz

Krueger Describen la relacion entre citoquinas centrales y el ciclo suefio:vigilia.

1999 Givalois Animales con los NSQ lesionados presentan una disminucion en la respuesta del eje
HPA frente a la administracion de LPS.

2000 Mathias Variacion diaria en el sickness behavior y activacion del eje HPA, inducidos por
LPS. Nava demuestra que el LPS es capaz de aumentar la liberaciéon de AVP en
explantos de NSQ in vitro.

2001 Takahashi Incremento de laexpresion de Perl en NPV en respuesta a LPS y a estrés fisico.

Motzkus IL-6 es induce la transcripcion de Perl en cultivos
2002 Koyanaagi Alteraciones circadianas en animales tratados con IFNa subcutaneo.
Li Demuestra la expresion de TGFa en los NSQ

Lundkvist Alteraciones de la actividad eléctrica de los NSQ en repusta a TNFa + IFNy + LPS.

2003 Fernandez Describe alteraciones en el sistema circadiano de ratones infectados con

Alfonso Trypanosoma cruzi.
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3. Hipotesis v Objetivos:

3.1. Hipdtesis:

Las evidencias que describimos anteriormente en referencia a una posible

interaccion bidireccional entre los sistemas inmune y circadiano nos llevan a postular

la siguiente hipotesis general:

Existe una via de interaccion entre el sistema inmune y el sistema

circadiano de forma tal que éste puede ser sincronizado por variables

inmunologicas.

De esta hipotesis general se desprenden algunas hipdtesis secundarias que

detallaremos a continuacion:

@

Si las variables inmunologicas son capaces de sincronizar al sistema circadiano,
la induccion de las mismas con LPS debe tener también un efecto sincronizador.
Ademas este efecto sincronizador deberia darse aun con dosis bajas de LPS.

La administracion de citoquinas proinflamatorias, independientemente de la via,
sincroniza al sistema en forma similar al LPS.

De acuerdo con lo que se sabe en la actualidad, un agente sincronizador debe
cambiar la fase del sistema circadiano actuando sobre los NSQ, de esta manera,
el LPS y/o las citoquinas deben afectar a los NSQ.

Dado que el factor de transcripcion NF-kB esta vinculado al sistema inmune y al
sistema circadiano, es probable que su actividad sea necesaria en la interaccion
entre ambos sistemas.

Los astrocitos de los NSQ son potenciales mediadores de las interacciones
neuroinmunes en el sistema circadiano y por lo tanto deben tener la capacidad de
responder a LPS y/o a citoquinas proinflamatorias. Esta respuesta probablemente

esté vinculada a la activacion de NF-xB.
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o Las interacciones entre el sistema inmune y el sistema circadiano son relevantes

tanto en condiciones “fisiologicas” como en condiciones “patologicas”.

3.2. Objetivos:
De acuerdo con las hipotesis planteadas en el pardgrafo anterior, planteamos los

siguientes objetivos para este trabajo:

Objetivo general:
Determinar si existe una interaccion entre el sistema inmune y el

sistema circadiano y establecer sus posibles mecanismos.

Objetivos particulares:

o Determinar si la administracion periférica de LPS produce alteraciones en algun
parametro de los ritmos circadianos de actividad locomotora en rueda y estudiar
si dichos efectos varian en funcion del horario de tratamiento.

o En caso de producir cambios de fase, determinar si son de tipo fotico o no fotico y
estudiar si sigue las vias descriptas para estos tipos de estimulos analizando la
interaccion con estimulos foticos o no foticos conocidos.

o Estudiar el efecto de la administracion periférica de LPS sobre la expresion del
gen de expresion inmediato-temprana cFos, con el objeto de determinar si el LPS
afecta la actividad celular de los NSQ.

o Determinar si el LPS administrado i.p. produce alguna modificacion de la
expresion de genes reloj en los NSQ.

o Analizar si la via de accion del LPS requiere de la activacion central y/o

periférica del factor de transcripcion NF-kB.
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o Estudiar el efecto de la administracion i.c.v. de citoquinas proinflamatorias sobre
el sistema circadiano y analizar si la respuesta a estas citoquinas es similar a la
respuesta inducida por LPS.

o Determinar la capacidad de los astrocitos de los NSQ para actuar como
mediadores de la interaccion neuroinmune en el sistema circadiano de ratones.

o Analizar las interacciones neuroinmunes del sistema circadiano de raton en
condiciones patologicas con particular énfasis en el rol del sistema circadiano en

el proceso de sepsis en ratones.
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4.1. Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6 (Mus musculus) criados en nuestra colonia bajo un
fotoperiodo de 12:12 (luz:oscuridad) (encendido de luces a las 8:00 horas) con libre
acceso a comida (alimento balanceado) y agua. Los experimentos se realizaron con
machos adultos (27-32 grs). En el caso del registro bajo condiciones de luz-oscuridad
(L:O) se utilizé6 como referencia la hora de apagado de las luces, denominada por
convencién hora del sincronizador o zeitgeber (zeitgeber time) 12 (ZT 12). Bajo
condiciones de oscuridad constante (O:O) el horario de referencia fue el del comienzo
de la actividad locomotora de los animales, que se fij6 convencionalmente como hora

circadiana (circadian time) 12 (CT12)

4.2. Registro de actividad locomotora en rueda.

Adgquisicion de datos de actividad. 1a actividad locomotora fue registrada mediante
un sistema de adquisicion de datos Dataquest III version 3.1 (Minimitter Co., Inc.,
Sunriver, OR) acoplado a matrices de consolidacion BCM 100 (Data Sciences

International). El almacenamiento de datos se realiz6 en una computadora PC.

Medicion de actividad locomotora en rueda. 1os animales se colocaron en jaulas
individuales (con alimento y agua ad libitum) provistas de ruedas de locomocion de
15 cm. de didmetro. Cada rueda contiene un iman que es detectado por un sensor
magnético cada vez que gira (un evento por vuelta). Todos los animales fueron
expuestos inicialmente a un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (L:O)
por dos semanas antes de ser transferidos a condiciones de oscuridad constante (O:0).
Tanto en los ciclos L:O como en los ciclos O:0, los animales fueron expuestos en
forma constante a iluminacion roja de baja intensidad proveniente de diodos emisores

de luz (LEDs). La iluminacién con estos LEDs no es capaz de sincronizar a los
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animales. En los experimentos que involucraron la administracion de drogas i.c.v. los
animales fueron colocados en las jaulas con rueda por una semana en L:O, canulados,
transferidos nuevamente a las jaulas por dos semanas en ciclo L:O y luego
transferidos a O:O. En primer lugar se administré LPS o vehiculo en diversos horarios
a lo largo del ciclo circadiano, a fin de determinar la curva de respuesta de fase. Para
establecer interacciones con luz, se inyectaron con 100 ul LPS 25 ug/kg o se les
administraron pulsos de luz (100 lux, 10 minutos) a la hora circadiana 15 (CT 15),
con previa administracion i.p. de 100ul de sulfasalazina 55 pM o vehiculo (solucion

fisiologica) en el caso que correspondiera.

El andlisis de los cambios de fase fue realizado por al menos 3 observadores ciegos al
procedimiento experimental mediante la estimacion grafica de la proyeccion de los
comienzos de actividad en los 7 dias previos y los 10 dias posteriores (eliminando los
3 dias inmediatamente posteriores) a la administracion de las drogas. El cambio de
fase fue definido como la diferencia entre ambas proyecciones al dia de la

manipulacion.

4.3. Registro por telemetria de actividad general y temperatura corporal.

La temperatura corporal y la actividad locomotora general fueron registradas cada 5
minutos en ratones implantados intraperitonealmente con sensores de temperatura de
tipo TA, VH-FM (Minimitter Co., Inc., Sunriver, OR). Luego de la implantacion de
los sensores, los ratones fueron alojados individualmente en jaulas pléasticas apoyadas
sobre placas receptoras RA-1010 (Data Sciences Inc.), capaces de recibir la sefial de
radio emitida por los sensores. La frecuencia de la sefial es modulada por la
temperatura a la que se encuentra el sensor de forma tal que a mayores temperaturas
mayor es la frecuencia emitida. La frecuencia recibida en el receptor es enviada a la

matriz de consolidacion BCM-100 y de alli a la PC. De acuerdo a una calibracion

- 88 -



previa del sensor, los datos de frecuencia son transformados a datos de temperatura

(en grados centigrados) mediante el software de registro Dataquest III.

La actividad locomotora general es registrada como consecuencia del movimiento del
sensor sobre la placa receptora. Este movimiento es detectado en funcion de la

amplitud de la sefal que varia de acuerdo a la posicioén del animal en la jaula.

Luego de dos semanas de descanso post-operatorio y verificando que los ritmos
diarios de temperatura y actividad fueran normales se procedi6 a separar los ratones
en tres grupos e inyectarlos con solucion fisioldgica o LPS en la dosis requerida para

cada experimento.

4.4. Cirugias y perfusiones.

Implantacion intraperitoneal de sensores para telemetria:

Los ratones fueron anestesiados profundamente por medio de la administracion de
una mezcla de Ketamina y Xilacina en dosis de 8 y 60 mg/kg respectivamente. Una
vez perdido el reflejo podal, se ralizé una incision por divulsion de 1,5 cm de largo
en la piel, se hizo un corte perpendicular anterior en la musculatura abdominal y se
coloco un sensor desinfectado y recubierto en parafilm. Las incisiones fueron
suturadas independientemente una de otra y los animales se colocaron nuevamente en

una jaula con viruta esterilizada.

Colocacion de canulas guias para adminstracion i.c.v:

Los animales fueron anestesiados profundamente con una mezcla de ketamina y
xilacina en dosis de 10 y 70 mg/kg de respectivamente. Una vez perdido el reflejo
podal, los animales fueron colocados en un aparato estereotdxico (Stoelting,
Alemania) en el que se realizo la colocacion de canulas guia de 26 ga. (Plastics One,

Roanoke, VA, USA.) en el tercer ventriculo (coordenadas relativas a Bregma:
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anteroposterior -0,5mm, mediolateral 0.0mm, dorsoventral -5.0mm) fijadas al craneo
con acrilico dental. Luego de recuperados de la anestesia, se mantuvieron bajo un

ciclo L:O por dos semanas, y luego se colocaron en luz roja tenue (< 1 lux).

Una vez finalizados los experimentos, la posicion de las canulas fue confirmada
mediante la administracion de colorante (tinta china) y posterior localizacion del area

de inyeccion en cortes coronales de S0pm.

Perfusiones:

Los animales fueron anestesiados con una dosis letal de una mezcla de ketamina y
xilacina en dosis de 15 y 100 mg/kg respectivamente. Una vez perdidos los reflejos,
se realizo una incision longitudinal en la pared abdominal y se cortd el diafragma
ganando acceso al corazon. Se realiz6 una incision en la auricula derecha y se coloco
una aguja en el ventriculo izquierdo por el que se pasaron PBS y fijador. Se pasaron
primero 10 ml de PBS en 10 min. y luego 60 ml de fijador en 20 min. El fijador
utilizado fue el de Karnowski que contiene paraformaldehido al 4% en buffer fosfato
0,IM a pH 7,4 a excepcion del estudio de la barrera hematoencefélica en el que el

contenido de paraformaldehido fue de 2% y se agrego glutaraldehido al 0,2%.

Una vez pasado el fijador, los cerebros fueron disecados y post-fijados por 4 horas en

el mismo fijador a 4 grados centigrados.

4.5. Tratamientos.

Todos los animales utilizados en el presente trabajo fueron tratados una unica vez. En

los casos en los que los tratamientos debieron realizarse durante la noche o en
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animales en ciclos O:0, todo el procedimiento fue llevado a cabo con luz roja de baja

intensidad (>1Lux).

Pulsos de luz

Se utilizaron dos tipos de pulsos de luz en este trabajo: saturantes y no saturantes. Los
pulsos saturantes consistieron en la exposicion de los animales a una fuente de luz
blanca fluorescente con una intensidad de 400 Lux durante 10 min. Los pulsos no
saturantes consistieron en la exposicion de los animales al mismo tipo de iluminacion

pero de 50 Lux durante 5 min.

Administracion intraperitoneal de LPS, Sulfasalazina y vehiculo.

Las administracidnes intraperitoneales fueron realizadas con jeringas de tuberculina y
agujas de 25 ga. En todos los casos el volumen total administrado fue de 100ul y las

soluciones fueron llevadas a temperatura ambiente antes de su administracion.

Las dosis de LPS i.p. utilizadas en este trabajo fueron de 5, 25 y 250 pg/kg en la
elaboracion de la CRF de LPS, el estudio de la relacion dosis:respuesta, el analisis del
efecto de LPS sobre la temperatura corporal y la induccién de citoquinas
proinflamatorias. Las dosis utilizadas para estudiar el efecto del LPS sobre la
integridad de la barrera hematoencefalica fueron de 25 y 500 pg/kg. Los estudios
vinculados a procesos de sepsis fueron realizados con una dosis de 300ug/kg. En
todos los casos el LPS fue administrado con solucién fisiologica apirogénica
comercial (salina) como vehiculo. Los animales control fueron tratados con esta
solucion fisiologica sin LPS. En todos los casos el tratamiento con LPS fue agudo con

una administracion unica.
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El tratamiento con sulfasalazina se realizo una hora antes de la administracion de LPS
1.p. La droga fue disuelta en dimetilsulféxido (DMSO) 15% en salina y llevada a pH.
7,4 mediante el agregado de NaOH. Como vehiculo se utilizo DMSO 15% en salina a

pH7,4.

Administracion endovenosa de LPS y peroxidasa.

En todos los casos el volumen de soluciéon inyectado por via endovenosa fue de 50pl.
Los animales fueron colocados en un cepo para ratones, la cola fue sumergida en agua
a 45 grados por 3 min. y la inyeccion se realizo por las venas laterales de la cola con

una jeringa de tuberculina con una aguja de 27ga.

Para estudiar el efecto de la administracion endovenosa de LPS sobre los ritmos de
actividad locomotora en rueda, se utilizé una dosis de LPS de 25pug/kg o el mismo

volumen de vehiculo.

Para realizar la técnica de Hanker-Yates se administraron i.v. 0,4ug de peroxidasa III

disuelta en salina, una hora antes de tratar a los animales con LPS i.p o con vehiculo

1.p.

Administracion intracerebroventricular de TNFo, IL-15 y vehiculo.

En todos los casos se utilizaron inyectores de 28 ga. (Plastics One) y la administracion
se realizd con jeringas Hamilton de 5ul de capacidad total. El volumen administrado
fue de 1ul con un flujo aproximado de 0,2 pl/min. Una vez administrada todo el
volumen se dej6 el inyector colocado durante 2 min. y luego se retird lentamente. Una
vez colocado el inyector los animales dispusieron de libertad de movimientos durante

todo el tratamiento.
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4.6. Extraccion de suero, tejidos y mRNA total.

Con el objeto de medir la expresion de citoquinas proinflamatorias en respuesta al
tratamiento con LPS, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical 90
min. después del tratamiento. Se les extrajo la mayor cantidad de sangre posible (400
ul aproximadamente) y el bazo. La sangre se incubd a 37 °C durante media hora, se la
centrifugd a 800 rpm. por 5 min. y se extrajo el sobrenadante (suero) que fue
inmediatamente congelado a -80 °C hasta su utilizacion. Los bazos fueron cortados en
dos mitades, una fue congelada inmediatamente a -80 °C y la otra utilizada para

extraer su mRNA total.

Para extraer el mRNA total de bazo se homogeneizaron los fragmentos de bazo en un
homogenizador vidrio/vidrio (Wheaton) con Trizol (Sigma) a razéon de 1 ml por

gramo de tejido.

4.7. Tinciones inmunohistoquimicas.

Para determinar la inmunoreactividad de cFos, GFAP, p65 y p50 en los ntcleos
supraquiasmaticos de ratones o en cultivos primarios de astrocitos se realizod
inmunohistoquimica (IHC) de corte coronales de cerebro e inmunocitoquimica (ICC)
de cultivos primarios de astrocitos. Las ICCs de los cultivos se desarrollaron con los
mismos protocolos que los utilizados para los cortes de cerebro a excepcion del buffer
utilizado para la incubaciones que fue PB en lugar de PBS y que la fijacion se realizd

sumergiendo los vidrios de cultivo en paraformaldehido 4% por 4 min.

Una vez fijados los cerebros fueron transferidos a una solucion de sacarosa al 30%
durante 48 h. En un cridstato se obtuvieron secciones coronales de 25 um conteniendo

los NSQ, las cuales fueron lavadas en PBS con triton 0,3% y bloqueadas luego por 90
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min. en PBS conteniendo 1% BSA, Triton X-100 0.3% y 5% de suero no inmune de
caballo. Finalizado el bloqueo, fueron incubadas 48 horas en presencia de anticuerpo
primario. Luego se lavaron los cortes en PBS y se incubaron 1 hora con anticuerpo
secundario universal biotinilado o con anticuerpo secundario anti-conejo unido a un

fluoroforo.

En todos los casos se realizaron controles negativos en los que no se incubd con

anticuerpo primaro o con anticuerpo secundario.

Anticuerpos

Los anticuerpos anti p65, anti p5S0 y anti cFOS utilizados en el presente trabajo fueron
anticuerpos policlonales obtenidos en conejo de Santa Cruz Co., Inc. El anticuerpo
anti GFAP es una anticuerpo anti GFAP de vaca, obtenido de Dako Inc. Los

anticuerpos secundarios fueron obtenidos en todos los casos de Vector Laboratories.

El anticuerpo anti p65 fue utilizado en una dilucion de 1:1200, el de pS0 en 1:500, el
de cFOS 1:5000 y el de GFAP en 1:1000. El anticuerpo secundario universal fue

utilizado en una dilucion de 1:250 y los secundarios fluorescentes en 1:500.

Revelado

Para el revelado de los cortes incubados con anticuerpos primario y anti IgG
biotinilado, se utilizé el kit comercial ABC Universal elife proveniente de Vector
Laboratories siguiendo las instrucciones del fabricante. El cromogeno utilizado para

la visualizacion de la actividad peroxidasa fue diaminobencidina (DAB).

4.8. Tincion de Hanker-Yates para analizar la integridad de la barrera
hematoencefilica.
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Una vez fijados en fijador de Karnovsky y criopreservados en sacarosa al 30%, los
cerebros fueron cortados en un criostato en secciones coronales de 45 pm de espesor y
procesados en el mismo dia. Los cortes fueron lavados en buffer fosfato y luego
incubados por 10 min. en una soluciéon de pre-reaccion conteniendo 6 partes de CoCl
al 1%, 4 partes de NiS:NHj3 al 1% y una parte de soluciéon de Hanker -Yates (HY, p-
fenilendiamina al 0,05%, catecol al 0,1% en solucion de cacodilato conteniendo: HCI
0,04N, cacodilato 1,07%, pH5,1). Luego de 2 lavados de 2 min. en PB, se incubaron
por 15 min. en solucion de HY a la que se le agregd previamente H202 (50 pl cada

100 ml de HY).

Luego de ser lavados en PB, los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados,
secados a temperatura ambiente, deshidratados y cubiertos con cubreobjetos en

balsamo de Canada sintético.

4.9. Hibridacion in situ

Se sacrificaron los animales y los cerebros se sumergieron en isopentano a
—35 °C por 5 minutos. Se mantuvieron dentro de hielo seco por 10 minutos y luego se
colocaron a —80 °C en aluminio libre de RNAsa. Cortes coronales de 14 pm
conteniendo los NSQ se montaron y mantuvieron a —80°C hasta el momento de la
fijacion. Todos los reactivos y soluciones utilizadas se encontraban libres de RNAsas.
Se fijaron los cortes montados en paraformaldehido 4% en buffer fosfato 0.1M por 5
minutos. Se lavaron dos veces en solucion SSC 2x. Se acetilaron las muestras en
presencia de trietanolamina HCI/ anhidrido acético por 10 minutos y rapidamente se
lavaron en SSC 2x. Luego de deshidratar y delipidar las muestras se prehibridaron en
una solucién 50 % SSC 4x, 50% formamida desionizada durante 1 hora. La
hibridacién se realizé con buffer de hibridacion (4 % v/v dextran sulfato, 20 % v/v
formamida desionizada, 4 % SSC 20x, 0.4 % soluciéon Denhart, 0.02 % tRNA, 0.2 %
DNA esperma de salmoén) con 0.5 a 1x106 dpm de sonda marcada con 35S por

portaobjetos a 55 °C durante 20 horas. Luego de la incubacion se lavaron los cortes 2
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veces en solucion SSC durante 10 minutos. Se lavaron en formamida no desionizada
50 % en SSC por 5 minutos a 52°C. Se lavaron nuevamente en SSC 2x durante 5
minutos 2 veces y se incubaron por 30 minutos a 37°C en buffer con RNAsa
(100pg/ml) para eliminar la sonda no hibridada. Se lavaron los preparados con
formamida 50% por 5 minutos a 52 °C y luego se deshidrataron y se expusieron
durante una semana con Hyperfilm (Amersham).
4.10. Northern blot de II-1p.

Para estudiar la expresion de IL-1B en respuesta a la administracion i.p. de LPS, se
extrajo RNA total de bazo y de NSQ de animales tratados con LPS o con solucion
fisiolégica. La concentracion del RNA obtenido fue determinada por su absorcion a
260 nm y su pureza determinaada por la relacion de absorbancias a 260nm con
respecto a 280 nm. Una vez medida su concentracion, las muestras fueron
desnaturalizadas en un buffer de siembra (MOPS 0,04 M, pH 7; AcNa 0,01M; EDTA
ImM; formaldehido 3% y formamida desionizada 50%) a 65°C por 15 min. Las
muestras fueron sometidas luego a electroforesis en geles de agarosa al 1,2% en
condiciones desnaturalizantes (MOPS 0,04M, pH 7; AcNa 0,01M, EDTA 1mM,
formaldehido 6%) sembrando 15 pg de RNA por calle. Finalizada la corrida
electroforética se realizd una transferencia por capilaridad a membranas de
nitrocelulosa (Amersham). Luego de la transferencia la membrana fue lavada en
buffer SSC 2X y luego se fij6é el RNA a la membrana por calor, colocdndola en una
estufa a 190°C por dos horas.

A continuacion la membrana fue expuesta a la hibridaciéon con una sonda especifica
para IL-1B marcada radiactivamente con **P por el método de random priming.
Brevemente, 50 ng de sonda de DNA fueron incubados por 30 min. a 37 °C en
presencia de 3ul de ANTPs (1 de dATP, 1 de dTTP y 1 de dGTP), 50 puCi de dCTP,

o’*P y enzima Klenow. El proceso de hibridacion se realizd en un horno de
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hibridacion por un periodo de 24 horas a una temperatura de 45°C. Luego de la
hibridacion las membranas fueron sometidas a autoradiografias en casetes con placas

amplificadoras a -70°C por 24 horas.

4.11. Ensayo biologico para TNFa.

Cultivos celulares de la linea L.929 fueron utilizados para realizar un ensayo biologico
con el fin de determinar la actividad de TNFa en suero de animales tratados con LPS.
Para medir la actividad de TNF se realizaron cultivos celulares en placas de 96
pocillos. Se sembraron 15.000 células por pocillo y se las dejo crecer por 24 horas
hasta llegar a una confluencia del 80% en medio de cultivo esencial minimo (MEM)
de baja glucosa (2%) (GIBCO). Las células fueron sensibilizadas con actinomicina D
(0,25 pg/ml) y luego se les agregd suero de animales tratados con LPS o con solucion
fisiologica en diluciones seriadas al 50%. Se realizaron dos curvas control, una con
TNFa y la otra con TNFa y suero de animales control. Una vez estimuladas, las
células se dejaron crecer por 16 horas y luego se las sometié a una tincion con cristal
violeta que permite determinar la cantidad relativa de células en cada pocillo. Una vez
tefiidas las células se extrajo el colorante incorporado con una solucion de acido
acético al 33% y se midio la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda de
535nm en un lector de ELISA. La absorbancia se correlaciona en forma directa con la
concentracion de colorante que se correlaciona a su vez con la cantidad de células
vivas presentes en el pocillo en el momento de realizar la tincion.

En cada placa de 96, uno de los pocillos no fue sembrado con el objeto de tomarlo
como blanco de la absorcion de colorante por parte del plastico, tres pocillos
sembrados fueron mantenidos sin tratamiento y otros tres fueron tratados unicamente
con actinomicina D para tener en cuenta el efecto de esta droga sobre el crecimiento

celular. La viabilidad en las células tratadas tinicamente con actinomicina fue tomada
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como una viabilidad del 100% y fue utilizada para comparar los grupos tratados. De
cada muestra de suero se realizd por triplicado una dilucion seriada al 50%

comenzando con una dilucion inicial de 1:20.

4.12. Ensayos en cultivos primarios de astrocitos derivados de NSQ.

Obtencion de los cultivos primarios: Para la preparacion de los cultivos
primarios se utilizaron ratones neonatos de 4 a 5 dias postnatales. Las crias fueron
deacapitadas y las cabezas sumergidas en ETOH 70% por 5 min. Luego los cerebros
fueron disecados y, utilizando material de microcirugia, se extrajo una porcion de
tejido de la region medio-basal del hipotalamo conteniendo a los NSQ.

Los fragmentos de tejido fueron lavados con medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino y luego con PBS para eliminar el suero
presente. Una vez lavados, se los incub6 en tripsina por 20 min. a 37grados y luego se
los disgregd mecanicamente hasta lograr una suspension homogénea. La disgregacion
mecanica se realizd pasando la suspension por pipetas Pasteur de vidrio con didmetros
decrecientes.

Una vez finalizada la disgregacion, las células fueron sembradas en placas
de cultivo para células eucariotas. Los cultivos obtenidos para inmunofluorescencia
fueron realizados en las mismas placas conteniendo cubreobjetos de vidrio
pretratados. Los cubreobjetos de 18 mm x 18 mm fueron lavados con detergente no
ionico (GT Lab), seguido de alcohol 96% y luego secados e incubados en Acido
Nitrico puro durante 12 h. Este tratamiento mejora la adhesion de las células al vidrio
(Goslin y Banker 1991). Luego se realizaron lavados con agua miliQ, 2 de 1 hora y 2
de 30 minutos, para eliminar los restos de acido nitrico. Una vez realizados dichos
lavados, los cubreobjetos fueron secados durante 1 hora a 60 °C en estufa y luego

esterilizados durante al menos 4 horas a 200 °C.

El medio de cultivo utilizado fue en todos los casos DMEM suplementado

con suero fetal bovino al 10% y bicarbonato de sodio para regular el pH.

Ensayo de actividad kB en cultivo de células de NSQ
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Transfeccion por lipofectamina.

Para las transfecciones se crecieron las células en placas de seis pocillos en medio
DMEM suplementado a una densidad inicial de 3x10° células/well. A las 24 horas se
procedio a la transfeccion utilizando lipofectamina (Gibco BRL), con una masa total
de DNA de 3-4 pg. La concentracion optima de lipofectamina es de 8 pl por cada 3
png de DNA, y en los casos de las transfecciones que requerian 4 pg se utilizaron 12 pl
de lipofectamina.

Se mezclaron 100 pl de DMEM que contienen 3-4 pg de DNA plasmidico
(incluyendo 0.5 pg de gen plasmido reportero y 0.5ug del plasmido RSV-B-gal en
todas las transfecciones que se hicieron para analizar la expresion de genes reporteros)
con 100 ul de DMEM conteniendo 8-12 ul de lipofectamina (Gibco BRL) en un tubo
de transfeccion. Se utilizo DMEM sin antibidticos ni suero. Se dejo 45 minutos en la
campana de flujo laminar para permitir la adsorcion del DNA a los lipidos. Se
agregaron 800 ul de DMEM (volumen final de 1 ml).Se lavo 2 veces con PBS 1X
para eliminar los restos de suero y antibioticos, y se agregé la mezcla de DNA con

lipofectamina a cada pocillo.

Estimulacion con LPS, TNFa e IL-1

Luego de 5 horas de transfeccion el medio se aspird el sobrenadante y se agregaron
1,5 ml de DMEM suplementado con suero libre de esteroides al 10%.

A las 24 horas de la transfeccion se procedio a la estimulacion de las células con LPS

0,2 pg/ml, TNFo 20ng/ml o IL-1 5 ng/ml.

Anadlisis de expresion de genes reporteros

Cosecha de las células
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Se cosecharon las células 24 horas luego de la estimulacion, se lavaron previamente 2
veces con PBS IX. Se agregaron 200 ul de buffer de lisis (Reporter Lysis Buffer
comercial de Promega), que lisa completamente las células. Se dejo actuar por 15
minutos y luego se colectdé en un tubo eppendorf. Se eliminaron los restos celulares
por centrifugacion (5 minutos a 10.000 rpm) y se pasoé el sobrenadante (lisado celular)

a un nuevo tubo eppendorf.

Medicion de la activdad [-galactosidasa (-gal)

Para medir la actividad presente en los extractos de células transfectadas, se incubaron
10-20 pl de extracto con el sustrato cromogénico ONPG (orto-nitro-fenil-galactdsido)
en buffer f-gal 1X, en 100 pl de volumen final durante 1 hora, a 37 °C. Luego se
detuvo la reaccion con el agregado de 100 pl de Na,COs; 1M; se cuantifico la
aparicion del producto coloreado (orto-nitro-fenol) midiendo la absorbancia a 415 nm

en un lector de Elisa.

Medicion de la actividad luciferasa

Para medir la actividad presente en los extractos se tomaron 15 pl de extracto y se
paso a tubos para lumindémetro de 5 ml. Luego se agregaron 50 pl del reactivo para el
ensayo de luciferasa (kit: Luciferase Assay System Freezer 1-Pack, de Promega).

Se anotaron los valores obtenidos de las Unidades Relativas de Luciferasa (URL) y se
procedio al analisis de los datos, normalizando estos valores con los obtenidos para el

ensayo de de 3-galactosidasa, es decir el cociente entre URL y los valores de [3-gal.

Se realizé un control utilizando 15 pl de Reporter Lysis Buffer en lugar de extracto

celular.
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4.13. Drogas

Todas las drogas utilizadas en el presente trabajo fueron obtenidas en Sigma Chemical
Co., St Louis, MO, EE.UU. a excepcion de aquellas en las que detallamos su

procedencia.

4.14.Analisis estadistico

En todos los casos los cambios de fase del ritmo de actividad locomotora en rueda
fueron estimados visualmente por tres observadores independientes que desconocian
las condiciones experimentales (ciegos). Tanto la curva de respuesta de fase para LPS
como el experimento de coadministracion de luz y LPS fueron analizados utilizando
ANOVA de dos vias. Los experimentos de mortalidad inducida por LPS fueron
analizados utilizando la prueba exacta de Fisher y analisis de Kaplan-Meyer. Los
datos extraidos de los demds experimentos fueron analizados utilizando ANOVA de

una via y post tests de Bonferroni o Dunnett.

En todos los casos se presentan los datos como media + desviacion estandar y los

valores de p<0,05 fueron tomados como estadisticamente significativos.
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5. Resultados:

5.1. Caracterizacion del sistema circadiano de ratones C57BL/6:

Antes de poder estudiar la posible interaccion entre los sistemas inmune y
circadiano en ratones C57BL/6, fue necesario caracterizar algunos de los parametros y
comportamientos basicos del sistema circadiano de los animales que utilizamos, ya
que éstos no habian sido utilizados con anterioridad en trabajos de nuestro laboratorio.
En la figura 5.1a se puede ver que el analisis de los ritmos de actividad locomotora en
rueda mostrd, como era de esperarse en condiciones L:O, que los animales presentan
un claro comportamiento de tipo nocturno. En estas mismas condiciones, la mayoria
de los animales presentan escasos episodios de actividad diurna de muy baja amplitud
y en general los episodios de actividad nocturna fueron de mayor amplitud al
principio o al final de la noche. En concordancia con los resultados de otros
laboratorios, en condiciones de oscuridad constante los animales mantuvieron el ritmo
de actividad locomotora sin diferencias significativas en la amplitud con respecto a
las condiciones de L:O y con un periodo de libre curso de 23,6 + 0,06 horas (tabla 5.1,
figura 5.1b y ¢) (Ebihara et al. 1978; Welsh et al. 1986; Possidente y Stephan 1988;
Schwartz y Zimmerman 1990).

El ritmo de temperatura en condiciones L:O mostré también maximos
nocturnos coincidentes con los episodios de actividad, una amplitud de 0,88 + 0,055
°C y un mesor promedio de 36,38 + 0,03 °C (figura 5.2a y b). En O:0, la amplitud no
presentd variaciones apreciables con respecto a L:O (0,768 £+ 0,05) y el periodo en
libre curso fue similar al obtenido para la actividad locomotora en rueda (23,68 + 0,09
horas) (figura5.2c y d). Tanto en condiciones de L:O como O:O, la actividad general

de los animales implantados con sensores intraperitoneales presentd mas episodios de
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aumentos diurnos que la actividad locomotora en rueda y el inicio de la actividad no
fue tan marcado.

La respuesta a la luz también fue la esperada, obteniendo retrasos de fase al
administrar pulsos de luz saturante (10 min., 400 Lux) a CT15 y adelantos al
administrar pulsos de la misma intensidad y duracion a CT 21 (figura 5.3a y b). En
conjunto, estos resultados indican que el sistema circadiano de los ratones utilizados
en este trabajo tiene un comportamiento compatible a lo publicado previamente para

ratones C57BL/6.

Tabla 5.1. Periodos en libre curso de C57BL/6 y otras cepas endocriadas.

Cepa T 1 publicado Referencia
(horas)  (horas)
(esta
tesis)
C57BL/6 23,62 23,77 Schwartz y Zimmerman,
1990

23,68° 23,59 Ebihara et al..,1978
23,73 Possidente y Stephan,

1988
C57BL/10 23,43 Schwartz y Zimmerman,
1990
23,5 Welsh et al.,1986
Balb/C 22,94 Schwartz y Zimmerman,
1990
22,9 Possidente y Stephan,
1988

a: Actividad locomotora en rueda
b: Actividad general registrada por telemetria
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Figura 5.1. Caracterizacion del
sistema circadiano de ratones
C57BL/6.

Caracterizacion basica del sistema

circadiano de los ratones C57BL/6. A)
Actograma doble de la actividad locomotora
en rueda de un raton mantenido en un ciclo
L:O con 12 horas de luz (barras blancas
arriba del actograma) y 12 horas de
oscuridad (barras negras arriba del
actograma). Notese como el inicio de la
actividad se sincroniza con el apagado de las
luces a las 20 horas (ZT 12). B) Actograma
doble de la actividad locomotora en rueda de
un ratéon mantenido en un ciclo O:0. Notese
como la fase determinada por el inicio de la
actividad (CT 12) se va adelantando
aproximadamente 25 minutos por dia dado
que el periodo enddgeno de estos animales
es menor a 24 horas. C) Diagrama que
representa las fases de inicio de la actividad
locomotora en rueda de 7 ratones
mantenidos en jaulas individuales. El periodo
promedio para estos animales fue de 23,6 +
0,11 horas y las diferencias entre distintos
individuos es realmente baja como se puede
apreciar por la baja dispersion observada en
la figura.
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Figura 5.2. Registro de temperatura corporal y actividad general por
telemetria. A) Termograma representativo de un animal en L:0. B) Actogramas dobles
representativos de animales en L:O (arriba) y O:0 (abajo). Los actogramas de la izquierda
son de actividad general y los de la derecha de temperatura corporal. Las barras superiores de
los actogramas representan el ciclo de luz (blanco) y oscuridad (negro) u oscuridad constante

(gris).
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Figura 5.3. Los pulsos de luz durante la noche inducen cambios de fase.

Actogramas dobles de actividad locomotora en rueda en los que se puede observar los cambios de fase
inducidos por pulsos de luz saturantes durante la noche subjetiva. Los pulsos durante las primeras horas
de la noche subjetiva (CT15) produjeron retrasos de fase (actograma de la izquierda) y los pulsos
aplicados al final de la noche subjetiva produjeron adelantos (actograma de la derecha). El momento de
los tratamientos esta indicado con flechas blancas. (n=4 para cada tratamiento).

5.2. LPS:

5.2.1. Curva de respuesta de fase.

Objetivo: Analizar el efecto de la administracion de una dosis subpirogénica de LPS

sobre el sistema circadiano del raton.

Con el objeto de caracterizar la respuesta del sistema circadiano a la administracion
intraperitoneal de LPS, estudiamos en primer término el efecto de dicho tratamiento
sobre el ritmo de actividad locomotora en rueda. Es necesario tener en cuenta que el
efecto de cualquier estimulo puede variar de acuerdo con el horario en que se realice,
por lo que se hace indispensable tratar animales en diversos horarios. Por lo tanto

separamos los animales en 6 grupos, cada uno de los cuales fue tratado en un horario
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circadiano diferente (CT 3, 7, 11, 15, 19 y 23). En cada grupo los animales fueron
tratados con 100 pl de solucion fisiologica o de LPS (25pg/kg) y su actividad
locomotora en rueda se registré por los siguientes 15 dias. En los grupos inyectados
durante la noche subjetiva (CT15, 19 y 23) ambos tratamientos produjeron un periodo
de inactividad (enmascaramiento) comprendido entre los 15 y los 85 minutos en los
animales tratados con vehiculo y entre los 15 y los 540 minutos (9 horas) en los
animales tratados con LPS (figura 5.4a.). El tiempo promedio de duracion del
enmascaramiento en los animales tratados con LPS fue de 375 + 90 min. mientras que
en los animales tratados con salina fue de 46 = 26 min. El posterior analisis de los
ritmos de actividad locomotora en rueda muestra que, ademas de la disminucion
transitoria en la amplitud, la administracion intraperitoneal de LPS produce retrasos
de fase de -43+10 min. a CT 15 (p<0,05 vs. solucion fisioldgica) pero no tiene efectos
significativos cuando los ratones son tratados en otros horarios (figura 5.4b y c).
Dentro de las 24 horas de tratados, todos los animales recuperaron su ritmo de
actividad sin que hayamos podido encontrar diferencias ya sea en la amplitud, periodo
o mesor. Estos resultados permiten postular que la administracion intraperitoneal de
LPS es capaz de sincronizar al sistema circadiano y sugieren que también podria

modular la salida del mismo en forma aguda.
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Figura 5.4. Efectos del LPS sobre el sistema circadiano del hamster.

A) La administracion de LPS ip. 25 pg/kg produce un periodo de inactividad significativo
cuando es administrado durante la noche subjetiva. El panel muestra a la izquierda un actograma
ampliado en el que se ve tnicamente el periodo de actividad. El triangulo vacio muestra el
horario en el que se administré el LPS y cada barra representa aproximadamente 5 minutos. A la
derecha del panel se muestra la cuantificacion del efecto de enmascaramiento inducido por LPS a
CT 15 con respecto al efecto de salina al mismo horario. B) CRF para LPS. Notese los retrasos
de tipo foticos inducidos al administrar LPS 25pg/kg a CT 15. C) Actogramas dobles
representativos de animales tratados con solucion salina o LPS 25ug/kg a CT 15. El triangulo
vacio a la izquierda de los actogramas muestra el dia de la administracion y la flecha blanca en
los actogramas el horario del tratamiento. (n= 4-8 por tratamiento y horario).

5.2.2. Curva de dosis:
Objetivo Evaluar la dependencia de la dosis de endotoxina administrada a CT 15 en la

respuesta de fase del ritmo de actividad locomotora
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20 ratones fueron separados en cuatro grupos de individuos para evaluar si el retraso
de fase inducido por LPS persiste en animales tratados con dosis menores y mayores a
25 ng/kg. Los ratones recibieron vehiculo o una de tres dosis diferentes de LPS a
CT15. Las dosis de endotoxina utilizadas fueron 5, 25 y 250 ug/kg. No observamos
cambios de fase significativos en los animales tratados con vehiculo o con LPS
Sug/kg en tanto que los animales tratados con 25 y 250 pg/kg de LPS mostraron
retrasos de fase de 45 +£13 y 62+19 minutos, respectivamente (figura 5.5.) (p< 0,01;
ANOVA de una via). La respuesta de los animales a las dosis de 25 y 250 pg/kg no

fueron significativamente diferentes entre si (prueba de Bonferroni, p > 0,05).

5.2.3. Efectos sobre la temperatura corporal:

Objetivo Determinar el efecto de la administracion de LPS a CT 15 sobre Ia
temperatura corporal

Teniendo en cuenta que los ritmos de actividad locomotora en rueda pueden ser
afectados por los cambios de temperatura corporal, analizamos mediante registros
telemétricos el efecto de la administracion de LPS i.p. sobre la temperatura corporal.
Los ratones tratados con 250 ug/kg mostraron una clara hipotermia (figura 5.6a.) que
en algunos casos perdur6 por 7 horas y llegd a producir una disminucion de -3+0.5°C
grados con respecto a la temperatura normal (p<0.005, ANOVA de una via). Los
ratones tratados con dosis mas bajas de LPS (5 y 25 pg/kg) no mostraron cambios
significativos en su temperatura corporal (figura 5.6b.). Este resultado permite
concluir que los cambios de fase observados en respuesta a la inyeccion de LPS a CT
15 no son consecuencia de la alteracion de la temperatura corporal. Por otra parte este
resultado nos llevd a descartar la utilizacion de concentraciones de LPS mayores a

25ug/kg en los siguientes experimentos comportamentales, ya que resultaria dificil

- 110 -



poder discriminar entre los efectos vinculados a variables inmunolégicas y aquellos

causados simplemente por alteraciones de la temperatura corporal.

-90
@mLPS5uglkg (n=4) *
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Figura 5.5. Curva de dosis-respuesta para la administracion de LPS a CT 15.

Respuesta de cambio de fase inducido por la administracion intraperitoneal de 3 dosis diferentes de
LPS,(5, 25 y 250 pg/kg). Notese el eje de las ordenadas que se encuentra invertido para facilitar la
visualizacion. Los retrasos inducidos por la administracion de LPS a CT 15 no presentaron una variacion
lineal en funciéon de la dosis inyectada. Los asteriscos representan una diferencia significativa con
respecto al valor 0. No se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados con 25 y 250
ug/kg de LPS.
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Figura 5.6. Efecto de la administracion de LPS a distintas dosis y horarios.

A) Grafica de los cambios temperatura corporal luego del tratamiento con salina, 25 0 250 ug/kg de LPS i.p.
Los tratamientos fueron realizados a ZT 3 (lineas continuas) o a ZT15 (lineas punteadas). B) Cambios de la
temperatura corporal de una animal tratado con LPS 250pg/kg i.p. Obsérvese la profunda hipotermia
inducida en los primeros 20 min. luego del tratamiento y que persiste hasta aproximadamente 8 horas
después. (n= 6 por tratamiento y horario)
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5.2.4. Efectos sobre la barrera hematoencefilica:

Objetivo Analizar el efecto de la administracion i.p. de LPS sobre la integridad de la
barrera hematoencefalica.

El efecto de la administracion de LPS i.p. sobre la integridad de la barrera
hematoencefélica fue analizado en animales tratados con solucion fisiologica, LPS 25
pg’kg 6 LPS 500 ng/kg. Mediante la técnica de tincion de Hanker-Yates es posible
visualizar la presencia de peroxidasa (inyectada previamente por via i.v.) por la

aparicion de un precipitado negro en el tejido. La aparicion de precipitado marron

Salina LPS 25 ug/kg  LPS 500ug/kg

Figura 5.7. La administracion de LPS (25ug/kg) no produce alteraciones

perceptibles en la barrera hematoencefalica.

La técnica de Hanker-Yates permite visualizar areas en las que la integridad de la barrera
hematoencefalica esta afectada obteniendo un color marrén oscuro en las zonas en las que la
peroxidasa administrada i.v. pudo ingresar al parénquima cerebral. En el panel superior se
observan cortes coronales de animales tratados con salina, LPS 25 pg/kg y 500 pg/kg. En el panel
inferior se observan detalles de los mismos cortes a mayor aumento donde se aprecia el estado
normal de la vasculatura en los animales control o tratados con LPS en dosis bajas mientras que se
ve claramente la difusién de la peroxidasa hacia el parénquima en los animales a los que se les
administré una dosis alta de LPS. En animales tratados con salina o LPS 25 ng/kg la barrera
hematoencefalica no parece haber sido afectada. En contraste, en los animales tratados con una
dosis alta de LPS se observan numerosas areas en las que la barrera ha perdido su integridad
(marcadas en las fotos con flechas blancas). En el panel superior la barra negra representa 500 pm
y en el panel inferior 100 um. (n=4 por tratamiento).
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oscuro o negro por fuera de la vasculatura cerebral indica la existencia de
fenestraciones en la barrera hematoencetflica.

Como se puede observar en la figura 5.7, en los cerebros de los animales tratados con
solucion salina 6 LPS 25ug/kg no existen evidencias de trasvasacion de la peroxidasa
hacia el parénquima cerebral mientras que en los animales tratados con LPS 500

ng/kg existe una clara presencia de precipitados negros en amplias zonas del cerebro.

5.2.5. Administracion endovenosa de LPS:

Objetivo Analizar si existen diferencias en la respuesta del sistema circadiano entre la
administracion de LPS i.p. e i.v.

Es de esperar que los resultados obtenidos tras el tratamiento con LPS difieran de
acuerdo con la via de administracion empleada. Tanto los parametros
farmacocinéticos como farmacodinamicos del LPS varian entre la administracion i.p.
y la administracion endovenosa, motivo por el cual estudiamos los efectos de una
aplicacion i.v. de LPS 25pug/kg (50ul) a CT 15. Los animales fueron separados en tres
grupos que recibieron una inyeccion i.v. y otra i.p., ambas de 50ul. Un grupo (grupo
1.v.) fue tratado con LPS i.v. y solucion fisiologica i.p. Un segundo grupo (grupo i.p.)
fue tratado con solucion fisioldgica i.v. y LPS i.p. y el tercer grupo (grupo control),
fue tratado con solucion fisiologica i.v. e i.p. El grupo control no mostré cambios de
fase (3,25 + 8,26 min.) en tanto que los dos grupos tratados con LPS mostraron
retrasos de fase que no fueron significativamente diferentes entre si (ANOVA de una
via, p<0,001; prueba de Dunnet ip. vs iv. p>0,5). En el grupo i.p. observamos un
cambio de fase de -34 + 8,83 min. (figura 5.8) similar al obtenido en experimentos
anteriores para la misma dosis de LPS i.p., mientras que en el grupo i.v. el cambio de

fase obtenido fue de —32,5+4,57 min. En ninguno de los grupos se observaron otros
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cambios en los ritmos de actividad locomotora en rueda, a excepcion de un periodo de
inactividad luego del tratamiento que fue similar entre los grupos tratados con LPS y

de menor duracion en los animales control.

——

Cambio de fase (min.)

Ctrl i.p. i.v.

Figura 5.8. La administracion de LPS i.v. produce retrasos similares al LPS i.p.
La administraacion de LPS en un adosis de 25 pg/kg a CT 15 prduce retrasos de fase similares
del ritmo circaadiano de actividad locomotora en rueda si es inyectada por via endovenosa
(grupo i.v.) o por intraperitoneal (grupo i.p.) . Los asteriscos muestran los grupos con cambios
de fase significativos con respecto al gripo Ctrl. No se obtuvieron diferencias significativas entre
ambos grupos tratados con LPS. (n= 4 por grupo)
5.2.6. Coadministracion con luz:
Objetivo Determinar si existe interaccion entre las vias activadas por luz y por LPS a
CT15
Tanto la administracion de LPS i.p. como la aplicacion de pulsos de luz causan
retrasos de fase del ritmo de actividad locomotora en rueda cuando son aplicados
durante el comienzo de la noche subjetiva y tienen escaso o ningln efecto cuando son

aplicados en otros horarios. Esto se traduce en curvas de respuesta de fase similares y

posiblemente en vias de accién compartidas. Para evaluar si efectivamente la luz y el
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LPS comparten vias de accion tratamos a los animales a CT 15 simultaneamente con
luz y LPS i.p. (25ug/kg). En caso de existir interaccion entre ambas vias el efecto
tendria que ser no aditivo. Los animales fueron separados en 5 grupos de 5 animales
cada uno y tratados con LPS (grupo LPS), un pulso de luz no saturante (grupo 50
Lux), un pulso de luz saturante (grupo 400 Lux), un pulso de luz no saturante y LPS
(grupo LPS + 50 Lux) y un pulso de luz saturante junto a LPS (grupo LPS + 400
Lux).Los cambios de fase inducidos por LPS (-38+7 min.), Luz 50 Lux (-39£5 min.)
y LPS + 50 Lux (-44+12 min.) no mostraron diferencias significativas entre si (figura
5.9). Tampoco observamos diferencias entre los grupos tratados con pulsos de luz de
400 Lux (-126424) y el grupo en el que LPS fue administrado conjuntamente con un
pulso de luz de 400 Lux (-130+32 min.). Por lo tanto no observamos aditividad en la
respuesta de fase en los grupos en los que LPS y luz fueron coadministrados, lo que
sugiere algun tipo de interaccion entre las vias activadas por la luz y aquéllas
activadas por LPS i.p. Por otra parte, existen diferencias claras entre el efecto de la luz
y el LPS ya que los pulsos de luz no producen el caracteristico periodo de inactividad

ni el sickness behaviour observado luego de la administracion de LPS.
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Figura 5.9. La coadministracion de LPS con pulsos de luz tiene efectos no
aditivos.

La administraciéon de LPS (25ug/kg) en simultdneo con pulsos de luz no saturantes (50
Lux, 5 min.) o con pulsos saturantes (400 Lux, 15 min) no produce efectos aditivos
evidentes. Esto sugiere la existencia de alguna interaccion de ambas vias. (n=5 por grupo).

5.2.7. Activacion de Fos en SCN y PVN en respuesta a LPS:

Objetivo: Determinar si el efecto del LPS sobre el sistema circadiano esta vinculado a
la activacion de los NSQ.

Los pulsos de luz aplicados a CT 15 inducen la expresion de c-Fos en los NSQ
(Colwell y Foster 1992; Castel ef al. 1997; Yamazaki et al. 2002) y, dado que el LPS
también induce retrasos de fase a CT 15 y parece interactuar con las vias activadas
por la luz, estudiamos el efecto del LPS sobre la induccion de c-Fos en los NSQ. Para
esto dividimos a los animales en tres grupos de 6 animales cada uno, que fueron
tratados a ZT 15 con solucion fisiologica (grupo salina), LPS ip. 25pug/kg (grupo LPS)

y pulsos de luz de 50 Lux por 5 min. (grupo luz). 80 min. después del tratamiento los
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animales fueron anestesiados y fijados con paraformaldehido por perfusion
intracardiaca. Una vez disecados, los cerebros fueron congelados y cortados en
secciones de 45 um que fueron utilizadas para determinar la presencia de c-Fos por
medio de técnicas inmunohistoquimicas. Las secciones obtenidas que contenian a los
NSQ fueron divididas en tres grupos de acuerdo a su posicidon relativa en sentido
anteroposterior. En las zonas anterior y posterior de los NSQ no se observaron
diferencias significativas en numero y distribucion de células con inmunoreactividad
positiva para c-Fos entre los diferentes tratamientos. En la zona medial, observamos
una clara diferencia en la localizacion de células c-Fos positivas con una distribucion
predominantemente dorsal en los animales tratados con LPS y una distribucién mas
amplia con predominancia ventral en los animales tratados con pulsos de luz no
saturantes (figura 5.10). No encontramos diferencias significativas en el numero de
células c-Fos positivas entre los animales tratados con LPS y aquellos tratados con
salina. Sin embargo las células positivas aparecen exclusivamente en la zona
retinorecipiente en los animales tratados con salina mientras que aparecen en la zona
dorsal en aquellos tratados con LPS.

Esta diferencia en la distribucion de células c-Fos positivas sugiere que si bien existe
una cierta interaccion entre las vias activadas por la luz y por el LPS, ésta no se daria
en un sustrato neuronal en comun en la zona ventral de los NSQ, aunque abre la
posibilidad de la existencia de una interaccion entre ambas vias en la region dorsal de

dichos nucleos.
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Figura 5.10. La administracion de LPS i.p. a ZT15 activa cFos en la
region dorsal de los NSQ.

Microfotografias de cortes coronales de animales a los que se le administro, a ZT15,
solucion salina, LPS (25pg/kg) o pulsos de luz no saturantes. Puede observarse que los
animales tratados con salina presentan pocas células inmunoreactivas y con distribucion
predominantemente ventrolateral mientras que luego de inyectar LPS se observan
c¢lulas inmunoreactivas principalmente en la zona dorsal. La estimulacién con pulsos
de luz indujo inmunoreactividad en ambas zonas aunque con cierta predominancia de la
ventrolateral.

La barra negra en cada fotografia representa 250um, el area encerrada por la linea
punteada corresponde a un NSQ, 3V muestra la posicion del tercer ventriculo y OX del
quiasma optico. (n=6 por grupo).

De acuerdo con lo reportado previamente por otros grupos ((Lacroix y Rivest 1997;
Matsunaga et al. 2000; Zhang et al. 2000), los animales tratados con LPS mostraron
un mayor nimero de células inmunorreactivas en los nicleos paraventriculares (NPV)

que aquellos tratados con luz o con salina (LPS, 340£22, salina 53+7,5, luz 46,3+12).
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5.2.8. Expresion de genes reloj en repuesta al LPS sistémico:

Objetivo Determinar el efecto de la administracion de LPS sobre la expresion de
genes reloj en el SNC.

Como se menciond anteriormente, los cambios de fase estan asociados a
modificaciones en la expresion de genes relojeros en los NSQ. Para analizar si la
administracion de LPS produce alteraciones a nivel transcripcional de genes relojeros,
estudiamos, mediante hibridacion in situ, la expresion de los genes mperl y Bmal-1
en respuesta al LPSa ZT3 y a ZT 15.

La expresion de perl y Bmal-1 a ZT 15 en respuesta a la luz fue analizada en
animales sacrificados 90 minutos luego del pulso de luz mientras que los animales
tratados con salina o LPS fueron sacrificados a 90 o a 180 min. post-tratamiento. Los
animales tratados a ZT 3 fueron sacrificados 90 min. luego del tratamiento en todos
los casos.

Al analizar la expresion de mperl en los NSQ, observamos mayores niveles de
expresion a ZT 3 que a ZT 15 tanto en los grupos tratados con vehiculo como en
aquellos tratados con LPS (figura 5.11a.). La administracién de pulsos de luz a ZT 15
caus6 un aumento significativo de la expresion de este gen con respecto a los
animales tratados con salina o LPS. Sin embargo no vimos un efecto significativo al
comparar los animales tratados con LPS con respecto a aquellos tratados con salina a
ninguno de los dos horarios.

La expresion de mper! también fue evidente en otras areas del cerebro como NPV,
zona subparaventricular (SPV), corteza piriforme (CPi) y ntcleos paraventriculares
talamicos (NPVT) (figura 5.11Db).

Al analizar la respuesta en los NPV (5.11c), observamos que el tratamiento con LPS

induce la expresion de mPerl a ZT 15 pero no a ZT 3; esto se debe
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Figura 5.11. Expresion de mPerl en NSQ y NPV en respuesta a LPS.

Hibridacion in situ revelada con una sonda de mPerl. A) Autoradiografias de cortes de cerebros de
animales tratados a ZT 15 con LPS (25pug/kg), salina 6 luz saturante y de animales tratados a ZT 3 con LPS
o salina. Todos los animales fueron sacrificados 90 min. luego del tratamiento a excepcion de los grupos
salina 180 y LPS 180 que fueron sacrificados 180 min. después del tratamiento. Se muestran cortes de dos
animales representativos por tratamiento. En el panel inferior se observa con mayor aumento el area
hipotalamica. Obsérvese que la administracion de LPS no modifica la expresion de mPer 1 en los NSQ. B)
Cuantificacion de los mismos cortes en el area de losNSQ y de los NPV. Los asteriscos representan una
diferencia significativa con respecto al control de salina. (n= 3 - 4 por grupo).

probablemente a mayores niveles de expresion basal a ZT 3 que a ZT 15. El aumento

en la expresion de Perl en respuesta a LPS a ZT 15 decae en los animales
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sacrificados 3 horas luego del tratamiento. En los animales tratados con pulsos de luz
o con salina en el mismo horario, la expresion de Per/ en estos nucleos es detectable
pero menor que en los animales tratados con LPS. Si bien los NPV muestran una
elevada expresion de mperl en los animales tratados con LPS a ZT 3, la misma no
difiere significativamente de la expresion en los animales tratados con solucion salina
en el mismo horario. Este resultado indica la posible existencia de una variacion diaria
de mperl en los NPV y su posible participacion en la respuesta circadiana al LPS.

En los NPVT, encontramos que la expresion de mperl es muy elevada, pero no
observamos ningun tipo de variacion en respuesta a los tratamientos con LPS o con
luz ni variaciones en los niveles basales de expresion en los dos horarios estudiados.
Es de interés destacar que no encontramos variaciones diarias ni en respuesta a la luz
en la expresion de mper! en la corteza piriforme.

Al estudiar la expresion de Bmal-1 (figura 5.12a.), encontramos una variacion diaria
con mayores niveles durante la noche (en antifase con mperl) y no observamos
diferencias significativas en los animales tratados con pulsos de luz. Si bien no
alcanzaron valores significativos, observamos en los animales tratados con LPS una
tendencia a la disminucion de Bmal-1 tanto durante el dia como durante la noche. La
expresion de Bmall fue detectada predominantemente en los NSQ y en menor medida

en hipocampo (HC) y CPi (figura 5.12b).
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Figura 5.12. Expresion de mBmal en NSQ en respuesta a LPS.

Hibridacion in situ revelada con una sonda de mBmall. A) Autoradiografias de cortes de cerebros de
animales tratados a ZT 15 con LPS (25pg/kg), salina 6 luz saturante y de animales tratados a ZT 6 con LPS o
salina. Todos los animales fueron sacrificados 90 min. luego del tratamiento a excepcion de los grupos salina
180 y LPS 180 que fueron sacrificados 180 min. después del tratamiento. Se muestran cortes de dos animales
representativos por tratamiento. En el panel inferior se observa con mayor aumento el area hipotalamica.
Obsérvese que la administracion de LPS no modifica la expresion de mPer 1 en los NSQ. B) Cuantificacion
de los mismos cortes en el area de los NSQ. (n = 3-4 por grupo)
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5.3. Evidencias de la participacion de NF-kB en los cambios de fase inducidos

por LPS:

5.3.1. Inhibicion del cambio de fase con sulfasalazina i.p.:

Objetivo Determinar el rol de la activacion de NF-kB en los cambios de fase
inducidos por LPS.

La via de accion principal del LPS involucra la activacion del factor de transcripcion
NF-xB. Sabemos también que este factor de transcripcion participa de cambios de
fase inducidos por luz en hamsteres por lo que resulta de interés analizar si esta
involucrado en los cambios de fase inducido por LPS. Para esto administramos
sulfasalazina, un inhibidor de la activacion de NF-«kB, previamente al tratamiento con
LPS a CT 15. Dos grupos control fueron tratados con salina antes de la inyeccion de
LPS o con sulfasalazina antes de la aplicacion de solucion salina. El tratamiento con
salina y LPS indujo un retraso de fase (-47 £ 13 min.) que fue inhibido en los
animales tratados con sulfasalazina antes del LPS (-15 £ 13 min., p<0.05, ANOVA de
una via) (figura 5.13.). Los animales tratados con sulfasalazina y salina no mostraron
cambios de fase significativos (3 = 5 min.). Estos resultados sugieren fuertemente que
la activacion de NF-kB es necesaria en los retrasos de fase inducidos por LPS a CT

15.
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Figura 5.13. La administracion previa de sulfasalazina

reduce los cambios de ase inducidos por LPS.

La administraciéon de sulfasalazina (Sulfa) en una dosis de (100 mg/kg)
una hora antes de la inyeccion de LPS a CT15 redujo significativamente
los cambios de fase. La administracion de la misma dosis de sulfasalazina
previamente a la inyeccion de solucion salina no produjo ninguna
alteracion del ritmo de actividad locomotora en rueda. (n LPS= 4, nLPS+
Sulfa =9, n Salina+ Sulfa= 4)

5.3.2. Expresion de NF-kB en los NSQ:

Objetivo Determinar el rol de la presencia de NF-kB en los NSQ de ratones C57BL/6.
Dado que la sulfasalazina es capaz de bloquear los cambios de fase inducidos por LPS
a CT 15 y que la presencia de este factor de transcripcion habia sido demostrada
preeviamente en los NSQ de hamster, analizamos su expresion NSQ de ratones por
medio de técnicas inmunohistoquimicas.

Hallamos una elevada expresion de p50 tanto en los NSQ como en los NPV. La
inmunomarcacion no parece estar diferencialmente localizada dentro de los NSQ si no
que es de distribucion homogénea y no hallamos diferencias apreciables en su
expresion a lo largo del dia ni en respuesta al tratamiento con LPS. Esto concuerda
con datos previos en los que tampoco se observo una variacion diaria ni circadiana de

p65 (ver figura 2.16).
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Otras areas de elevada inmunoreactividad fueron corteza piriforme PVT e hipocampo

Figura 5.14. Expresion de NF-kB en los NSQ de raton.

Microfotografia que muestra el resultado de una tincion inmunohistoquimica para la subunidad p50 deNF-
KB en un corte coronal de cerebro a la altura de los NSQ y los NPV. Puede observarse claramente la
expresion de p50 tanto en los NSQ como en los NPV con una distribucion subcelular predominantemente
nuclear. No se encontraron diferencias en la expresion de p50 en las distintas subregiones de los NSQ. (3V)
tercer ventriculo, (OX) quiasma optico, la barra negra corresponde a 100 ym.

5.4. Rol de las citoquinas:

5.4.1. Induccion de TNF« en respuesta a LPS i.p.:

Objetivo: Determinar la induccion de TNF plasmatico en respuesta a LPS.

La respuesta proinflamatoria inducida por LPS involucra la sintesis y liberacion de
citoquinas proinflamatorias, entre las cuales IL-18 y TNFa son las de respuesta mas
rapida. Por lo tanto, es posible que estas citoquinas proinflamatorias participen de la

respuesta del sistema circadiano al LPS. En caso de ser asi es necesario evaluar si la
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administracion de LPS (25 pg/kg) durante la noche temprana produce un aumento en
la sintesis de citoquinas proinflamatorias.

La actividad de TNFa se puede medir por su capacidad de inducir la mortalidad en
cultivos de células 1.929, sensibles a esta citoquina. Un aumento en la mortalidad de
células L1929 inducida por el suero de animales tratados con LPS indica que este
tratamiento aumenta los titulos de TNFa en plasma. Al agregar suero de animales
tratados con LPS i.p. (25 0 500 pg/kg) a ZT 15 a cultivos de células L.929 observamos
que la mortalidad fue mayor que en las mismas células tratadas con suero de animales

tratados con solucion salina (figura 5.15.). Se observa un efecto protector del suero
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Figura 5.15. Ensayo bioldgico de TNFa.

Grafica del indice de mortalidad de células 1929 en funcion de concentraciones decrecientes de suero y/o
TNFa. Las células se sensibilizaron con actinomicinaD, luego se les agregd el suero en una dilucion
inicial de 1:20 y de alli diluciones seriadas al medio. Se observa un efecto protector del suero ya que la
mortalidad inicial de las células tratadas con suero basal +TNFa es menor que la de las células tratadas
unicamente con TNFa y que es necesario diluir el suero de los animales tratados con LPS para observar
el efecto de TNFa. La concentracion inicial de TNFa fue de 1pg/kg y la del suero de animales tratados
esta entre 1 y 2 pg/ml dado que la curva se hace similar a la de TNFa en una dilucion de entre 1/320 y
1/640.

que tiende a desaparecer al diluir las muestras. La unidad internacional para este
ensayo biologico de la actividad biologica de TNFa es el titulo requerido para

producir una mortalidad del 50% en las células L.929. En el presente experimento
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ninguna dilucion de las muestras de suero produjo mas del 20% de mortalidad por lo
que la concentracion de suero en plasma no supera una unidad internacional. Este
resultado indica que existe liberacion de TNFa en respuesta al LPS pero en niveles
muy bajos. Sin duda, este hecho nos obliga a adoptar otro tipo de métodos para la
determinacion de los niveles de esta citoquina en experimentos futuros; sin embargo,
la presente es evidencia de que, en el horario en que el LPS induce cambios en la fase
de ritmos circadianos, es capaz de aumentar el nivel de TNF. Restan por determinar

los efectos del LPS en otros horarios de administracion.

5.4.2. LPS induce la expresion de IL-1p en el bazo:

Objetivo: Determinar la induccion de IL-1P en bazo en respuesta a LPS.

Para evaluar si ademas de TNFa la administracion de LPS en dosis bajas es capaz de
inducir la sintesis de IL-1p, realizamos Northern blots para detectar la presencia de
mRNA de IL-1 en el bazo de animales tratados a CT 15 con salina o con LPS (250 y
25ug/kg). Detectamos la presencia de bandas correspondientes a IL-1 en los animales
tratados con LPS pero no en animales tratados con solucion salina (figura 5.16.). Sin
embargo, dado que la sefial obtenida es realmente baja consideramos que la
sensibilidad de esta técnica no resulta adecuada para medir las concentraciones de IL-

1 presentes en plasma en respuesta a la dosis de LPS administrada.
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Figura 5.16. Northern blot de IL-1 en animales tratados con LPS
aZT 15.

Andlisis de la expresion de IL-1 en bazo y NSQ en respuesta a la
administracion de LPS en dosis altas (250 pg/kg) y bajas (25 ng/kg). Se pueden
observar bandas correspondientes a IL-1 en los bazos de los animales tratados
con ambas dosis de LPS. Sin embargo, la expresion de IL-1 en el bazo de
animales tratados con 250 pg/kg de LPS es mucho mayor que en los bazos de
animales tratados con LPS 25 pg/kg., siendo en estos ultimos casi indetectable.
En los NSQ no obtuvimos bandas positivas.

5.4.3. Administracion ip. de IL-1f:

Objetivo Determinar el efecto de la citoquina IL-1B periférica sobre el sistema
circadiano

Como se mencioné anteriormente, la aplicacion de LPS i.p. produce un aumento leve
de la expresion de IL-1P en el bazo y probablemente ocurra lo mismo en otros
organos tales como higado, intestino y pancreas. Con el objeto de analizar si el
aumento de IL-1B en la cavidad peritoneal es capaz de inducir cambios de fase del

ritmo de actividad locomotora en rueda, administramos IL-1f i.p. en una dosis de 2
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pg/kg (aproximadamente 60 ng/raton). Este tratamiento no indujo cambios de fase

significativos (prueba t de Student, p>0,05 ) (figura 5.17.).
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Figura 5.15. La administracion i.p. de IL-15 (2ug/kg) a CT 15 no produce retrasos de fase.
Actogramas dobles representativos de animales a los que se les administrd una dosis unica de IL-1B
(2pg/kg) i.p. a CT 15. Como puede observarse en los actogramass, la aplicacion de IL-1f no tuvo ningiin

efecto apreciable sobre el ritmo de actividad locomotora en rueda. (n= 3).

5.4.4. Administracion i.c.v. de IL-1 y TNFa:

Objetivo Analizar el rol de la administracion central de citoquinas sobre el sistema
circadiano.

Para poner a prueba el rol de las citoquinas proinflamatorias en la interaccion entre los
sistemas inmune y circadiano aplicamos en forma i.c.v. TNFa (5ng/raton) o IL-1 (Ing
/ratén) a CT 15. Observamos un retraso de fase del ritmo de actividad locomotora en
rueda tanto en los animales tratados con IL-1f (-59 = 6 min.) como en los tratados con
TNFa (-52 £ 9 min.) (figura 5.18a.). Los animales tratados con solucién salina no
presentaron cambios de fase significativos. Ambas citoquinas causaron un periodo de

inactividad que se prolong6 hasta por 8 horas y, en algunos casos, el periodo de
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actividad en los primeros dias luego del tratamiento mostré mayor fragmentacion y

menor amplitud, recuperando sus parametros normales en el término de una semana.
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Figura 5.18. La administracion i.c.v. de citoquinas a CT 15 produce retrasos de fase.

La administracion i.c.v. de TNFa o IL-1p a CT 15 producen retrasos de fase similares a los producidos
por la administracion periférica de LPS. Las drogas fueron administradas en un volumen total de 1ul a un
flujo de 0,3 pl/min. A) Cuantificacion de los cambios de fase inducidos por IL-1p (Ing), TNFa (5ng) y
vehiculo. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al control. B) Actogramas dobles
representativos de animales tratados con vehiculo, IL-1B o TNFa a CT 15. Las flechas rojas indican el
momento del tratamiento y las barras verdes sefialan las fases de inicio de actividad tenidas en cuenta para
calcular los cambios de fase. (n=4 por tratamiento).
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5.5. Los astrocitos como posibles mediadores de las interacciones neuroinmunes:

5.5.1.GFAP en los NSQ:

Si bien existen estudios que sugieren que los astrocitos de los NSQ cumplen alguna
funcion en el sistema circadiano de mamiferos, no ha sido esclarecido aun cual seria
su rol. En particular, en referencia al sistema circadiano, los astrocitos han sido
estudiados en hamsteres y en ratas pero escasamente en ratones.

Los astrocitos expresan normalmente receptores de citoquinas proinflamatorias y son
capaces de sintetizarlas en respuesta a estimulos varios. Esto los hace fuertes
candidatos como mediadores de las interacciones neuroinmunes en los NSQ.
Analizamos la expresion de GFAP en los NSQ de ratones en diferentes horarios
observando que existe una tendencia a una mayor area cubierta por GFAPir durante el

dia que durante la noche (figura 5.19).
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Figura 5.19. Analisis de la variacion diaria de la GFAPir en los NSQ de raton.

A) Microfotografias y B) cuantificacion, de la inmunoreactividad de GFAP en los NSQ de ratones
en condiciones L:O. El area abarcada por GFAPir parece tener una tendencia a ser mayor a ZT 3 que
en otros horarios. Sin embargo esta tendencia no es estadisticamente significativa a como se puede
observar en el panel B). (n= 6 por horario)
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5.5.2. Colocalizacion de GFAP y NF-kB en NSQ:

Dado que el factor de transcripcion NF-xB estd involucrado en la respuesta a
citoquinas proinflamatorias y en los cambios de fase inducidos por LPS, estudiamos
la presencia de NF-kB en los astrocitos de los NSQ. Para esto analizamos la
colocalizacion de p65 y GFAP mediante inmunofluorescencia con microscopia
confocal. Dentro del area de los NSQ encontramos células en las que GFAP y p65
colocalizan asi como células que expresan una sola de estas proteinas (figura 5.20.).
Esto sugiere que no todos los astrocitos expresan NF-kB y que existen otros tipos

celulares que expresan p65.

Figura 5.20. NF-kB y GFAP son coexpresadas en algunas células de
los NSQ.

Fotomicrografia de un NSQ en el que se obserava la inmunoreactividad para p65 en
verde (fluoresceina) y de GFAP en rojo (rodamina). Las puntas de flechas abiertas
indican células con marca citoplas matica para p65 pero no para GFAP, las flechas
blancas cortas indican células con marca nuclear de p65 y colocalizacion con GFAP y
las flechas blancas crandes muestran nicleos marcados con p65 pero que no parecen
estar asociados a la expresion de GFAP.
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5.5.3. Colocalizacion de GFAP y NF-kB in vitro:

Con el objeto de analizar en detalle las caracteristicas de los astrocitos de NSQ
desarrollamos cultivos primarios en los que se pueden realizar ciertos experimentos
dificilmente realizables in vivo. Los astrocitos obtenidos de los NSQ de ratones
neonatos fueron cultivados y analizamos si la expresion de NF-kB se mantiene in
vitro por medio de inmunofluorescencias para GFAP, p65 y p50. Un alto porcentaje
de astrocitos (GFAP positivos) del cultivo primario coexpresan p65 o p50, con una

distribucion predominantemente nuclear y perinuclear (figura 5.21).

5.5.4. Activacion de NF-kB en los astrocitos en repuesta a citoquinas y LPS:

Con el fin de evaluar si los astrocitos provenientes de los NSQ son capaces de
responder a citoquinas y en particular si su respuesta involucra la activacion de NF-
kB, transfectamos los cultivos con un plasmido que contiene un promotor sensible a
NF-«B unido al gen de luciferasa. De esta forma la activacion de NF-kB se traduce en
una mayor sintesis y, por lo tanto, mayor actividad de luciferasa.

Los astrocitos transfectados con el plasmido kB-luc estimulados con IL-1 (1ng/ml),
TNFa (20 ng/ml) o LPS 2pg/ml muestran actividad luciferasa elevada con respecto a
aquellos transfectados con el mismo plasmido pero estimulados con medio de cultivo
como control. El agregado de TNFo aument¢ la actividad luc (3,4 + 1,1 URL/ctrl), IL-
1 la aumento casi dos veces (1,7 £ 0,01) y el LPS elev¢ la actividad luciferasa a mas
del triple (3,1 £ 0,3) (figura 5.22.). No se observo actividad luciferasa en astrocitos no
transfectados o transfectados con un plasmido sin el gen de luciferasa. Este resultado
pone en evidencia la presencia de receptores para TNFa, IL-1 y LPS en astrocitos
provenientes de los NSQ de raton y ademas indica que la respuesta a estas sustancias

involucra la activacion del factor de transcripcion NF-kB.
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Figura 5.21. NF-xB es expresado por astrocitos provenientes de los NSQ en

cultivos primarios.

Fotomicrografias de inmunofluorescencias realizadas en cultivos primarios de astrocitos
provenientes de NSQ. A) Inmunofluorescencia para GFAP (en rojo) y p50 (en verde),
mostrando una clara distribucion citoplasmatica para GFAP y nuclear para p50. B)
Inmunofluorescencia para GFAP (en verde) y p65 (en rojo) mostrando distribucion nuclear y
perinuclear para p65 y citoplasmatica para GFAP. Se observa en ambos casos que los
astrocitos expresan las subunidades de NF-«kB in vitro.
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Figura 5.22. Los cultivos de astrocitos provenientes de los NSQ, responde a IL-1,
TNFa y LPS mediante la activacion de NF-kB.

Astrocitos provenientes de los NSQ, previamente transfectados con un plasmido reportero de la
actividad NF-xB fueron estimulados con IL-1, LPS, TNFa o Glutamato. Luego de la estimulacion se
midio la actividad luciferasa inducida por la activacion de NF-kB. Un plasmido de expresion
constitutiva para f-galactosidas fue utilizado como control interno de transfeccion. La figura
muestra el resultado de un experimento representativo en el que cada estimulacion fue hecha por
triplicado.

5.6. Shock séptico v el sistema circadiano:

De acuerdo con los trabajos presentados por Halberg (1960), la mortalidad inducida
por endotoxina de E. coli presenta una variacion diaria alcanzando mayores valores
durante el dia que durante la noche. En ratones tratados con 400 pg de LPS,
encontramos una mayor mortalidad (80% vs 20%) cuando la droga fue administrada
en la tltima hora del periodo de luz (ZT 11) que al ser administrada 7 horas luego del
apagado de las luces (ZT19) (figura 5.23a). Asimismo, utilizando analisis de Kaplan-

Meyer observamos que la tasa de mortalidad en funcion del tiempo fue menor en los
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animales tratados durante el periodo de oscuridad (figura 5.23b). Al realizar el mismo
experimento en animales mantenidos en oscuridad constante, observamos que no
existen diferencias en la mortalidad inducida por LPS a CT11 y a CT19. En estas
condiciones, los animales tratados en los dos horarios muestran una mortalidad
elevada (80%) lo que indica un aumento de la sensibilidad al LPS en el grupo tratado
en el periodo de actividad.Resultados preliminares en condiciones de L:O muestran
que los animales inyectados con LPS muestran una clara hipotermia que puede durar
hasta tres dias y que correlaciona con un enmascaramiento de la actividad locomotora
general. Aproximadamente a los tres dias, los animales recuperan los ritmos de
actividad y temperatura sin evidencias claras de alteraciones de sus parametros (figura
5.24). En condiciones de oscuridad constante la misma dosis produjo la muerte del
100% de los animales con sensores implantados, los cuales nunca recuperaron su
ritmicidad. Hasta el momento no encontramos diferencias en el valor absoluto de la
hipotermia ni en la tasa de disminucién de temperatura entre los animales que
sobrevivieron al proceso de sepsis y aquellos que murieron. Tampoco encontramos

variaciones de estos parametros en animales tratados a ZT 11 y a ZT19.
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Figura 5.23. Mortalidad inducida por dosis letales de LPS a ZT 11 y ZT19.

A) La mortalidad inducida por la administracion i.p. de LPS (20 mg./Kg.) a ZT 11y ZT 19
presenta una variacion diaria con mayor mortalidad inducida durante la tarde (100%) que
durante la noche (36,4%). (p < 0.01, Fisher exact test). B) Gréfica en la que se representa el
analisis estadistico de Kaplan-Meier que arrojé una variacion significativa en el tiempo de
sobrevida post-LPS mostrantdo una mayor tasa de mortalidad en el grupo de la tarde (p<0.01,
Cox-Mantel test). (n = 10 por horario).
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Figura 5.24. Efecto de la administracion LPS (20 mg/kg) sobre los ritmos diarios de

actividad y temperatura corporal.

A) Termograma y B) actograma doble (actividad general) de un mismo animal tratado con LPS
20mg/kg i.p. a ZT 11 (19:00 horas). En el termograma se puede ver claramente la hipotermia de mas de
6 grados inducida por el tratamiento. Asimismo se observa la perdida de ritmicidad por 48 horas
aproximadamente. En el actograma también se hace evidente la pérdida de ritmo de actividad general

por el mismo periodo. La flecha indica el momento aproximado del tratamiento.
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6. Discusion

En este trabajo de tesis doctoral intentamos demostrar la existencia de una
interaccion entre el sistema inmune y el sistema circadiano y planteamos un modelo
que sugiere un mecanismo de accion y las posibles vias de comunicacion entre ambos
sistemas, poniendo énfasis en las citoquinas proinflamatorias IL-1B y TNFa., el factor
de transcripcion NF-xB y los astrocitos, como posibles mediadores de la interaccion.

Nuestra hipotesis principal plantea la posible existencia de una via de
interaccion desde el sistema inmune hacia el circadiano, lo que nos llevo a plantear
hipotesis secundarias de acuerdo a las cuales el tratamiento con LPS o con citoquinas
proinflamatorias deberia producir alteraciones cuantificables en algunos parametros
del sistema circadiano. Una vez caracterizados estos parametros del sistema
circadiano de los ratones C57BL/6 que empleamos como modelo en este trabajo, y
habiendo confirmado que su sistema circadiano se comporta de acuerdo a lo descripto
previamente para esta cepa (figuras 5.1,5.2 y 5.3), analizamos el efecto del LPS y de
las citoquinas. En vista de los resultados obtenidos, que incluyen retrasos de tipo
fotico tras la aplicacion de LPS sistémico o de citoquinas i.c.v., nuestra conclusion
principal es que existe una via de comunicaciéon desde el sistema inmune hacia el
sistema circadiano y que ésta se pone en evidencia al administrar LPS en forma
periférica o citoquinas dentro del SNC. Ademads, podemos agregar que en esta via se
encuentra involucrada probablemente la activacion del factor de transcripcion NF-«B,
que es posible que los astrocitos tengan también un rol importante y que participen
otros nucleos hipotaldmicos ademas de los NSQ, entre ellos los NPV,

Si bien al momento de comenzar este trabajo existian algunas evidencias de
otros grupos que sugerian la posible interaccién entre los sistemas inmune Yy

circadiano la mayoria de estos estaban vinculados a condiciones patoldgicas o no
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estaban enfocados desde un punto de vista cronobiolégico, por lo que en general se
trata de descripciones de ritmos diarios de variables inmunes o tratamientos con dosis
altas de LPS y/o citoquinas que ponian a los animales en situaciones patologicas
severas (Halberg et al. 1960; Wongwiwat et al. 1972; Bourin et al. 1993; Vagnucci y
Winkelstein 1993; Bauhofer et al. 2002; Holzheimer et al. 2002). En el transcurso de
los ultimos tres afios han surgido nuevos trabajos que se suman a éste y confirman la
existencia de una interaccion bidireccional entre los sistemas inmune y circadiano;
(Koyanagi y Ohdo 2002; Lundkvist et al. 2002; Takata et al. 2002). Sin embargo, los
mecanismos e implicancias fisiologicas de esta interaccion estan lejos de ser
comprendidos en su totalidad y este trabajo es simplemente un comienzo en este
intento por esclarecer el rol de las interacciones neuroinmunes en el sistema

circadiano de mamiferos.

Respuestas del sistema circadiano al LPS

Al administrar LPS i.p. observamos alteraciones en el sistema circadiano,
entre las cuales podemos destacar un efecto de enmascaramiento (con una
disminucidon marcada de la actividad locomotora durante la noche) y la induccién de
cambios de fase cuya CRF es similar a la obtenida para la luz en ratones C57BL/6J
(figuras 5.4). La CRF para LPS se caracteriza por la presencia de retrasos de fase
inducidos al administrar la droga en las primeras horas de la noche subjetiva y poco
efecto al administrarla en otros horarios. Aunque la amplitud méxima de los cambios
de fase inducidos por LPS es significativamente menor a la de los retrasos de fase
inducidos por pulsos de luz saturante, la presencia de retrasos durante el inicio de la
noche subjetiva y escaso efecto en otros horarios nos permite decir que el LPS estaria

actuando como un estimulo fotico (Schwartz y Zimmerman 1990). Podemos descartar
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que los retrasos de fase inducidos por LPS sean consecuencia de cambios en la
temperatura corporal (figura 5.6) ya que los animales en los que se registro la
temperatura corporal por telemetria no presentaron cambios apreciables en este
parametro tras la administracion de 25 pg/kg de LPS a CTI1S5. Sin embargo,
observamos una clara y persistente hipotermia en los animales tratados con 250 pg/kg
de LPS. En este punto es necesario recordar que las alteraciones de la regulacion de la
temperatura inducidas por LPS no se restringen exclusivamente a un proceso febril,
sino que suelen ser respuestas bifasicas con una primera etapa de hipertermia y una
segunda etapa de hipotermia (Blanque et al. 1996, 1999; Dogan et al. 2000, 2002).
Sin embargo, esta respuesta puede variar notablemente dependiendo de la especie y
cepa de animal tratado, su situacion general, la temperatura ambiente y
fundamentalmente del serotipo de endotoxina utilizada (Dogan et al. 2000; Saito et al.
2003).

Ademas, como se puede observar en la figura 5.7 y en concordancia con
trabajos previos, es poco probable que, al administrarlo en dosis de 25 pg/kg, el LPS
pueda penetrar en el parénquima cerebral ya que la barrera hematoencefalica se
encuentra intacta. Por lo tanto es improbable que sus efectos estén vinculados a una
interaccion directa en el SNC. Una variable que no controlamos fue la presion arterial.
Se sabe que la administracion sistémica de LPS tiene un pronunciado efecto
hipotensor, pero este efecto se da al emplear dosis altas de LPS y desaparece cuando
los animales son tratados con dosis menores a 50ug/kg (Graham et al. 1995; Tkacs y
Strack 1995). Es probable que la no linealidad en la relacion dosis/respuesta que se
puede observar en la figura 5.5 tenga que ver con la aparicion de efectos secundarios a
dosis altas de LPS. De hecho se ha reportado que el aumento de la temperatura

cerebral produce avances de fase de tipo no fotico (Ruby et al. 1999) y en general los
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estimulos féticos y no foticos se inhiben entre si (Zatz 1992a; Ralph et al. 1996;
Yannielli et al. 2004). Estas consideraciones indican fuertemente que el efecto del
LPS sobre el sistema circadiano estd vinculado al sistema inmune y no es
consecuencia de efectos secundarios tales como cambios de temperatura e
hipotension.

Por otro lado, observamos que hay interaccion entre los procesos
desencadenados por la estimulacion con luz y aquellos activados por Ia
administracion de LPS. Esto se hace evidente dado que la coadministracion a CT 15
de LPS y pulsos de luz no presenta efectos aditivos (figura 5.9). La administracion de
un pulso de luz no saturante a CT 15 indujo la expresion de cFOS en todo el NSQ
mientras que el LPS indujo la expresion de esta misma proteina exclusivamente en la
region dorsal, lo cual permite proponer a esta region como el sustrato anatdmico para
los cambios de fase inducidos por LPS y para su interaccion con la luz (figura 5.10).

Esto parece contradecirse con la idea generalizada que tenemos del sustrato
anatomico de los cambios de fase de tipo foticos, ya que en general se asocia a estos
cambios de fase con la activacion de la region ventrolateral de los NSQ y esto se debe
principalmente a que, en la mayoria de los roedores estudiados, ésta es la region
activada en respuesta a pulsos de luz. Sin embargo, la expresion de cFOS en los NSQ
de ratones expuestos a pulsos de luz no tiene una distribucion ventrolateral tan
definida como en el caso de las ratas y los hamsteres sino que su inmunoreactividad
aumenta también en la region dorsal (Castel er al. 1993). Por otro lado, la
administracion i.c.v. del péptido GRP, que es considerado un estimulo de tipo fético
((Piggins et al. 1995; McArthur et al. 2000), produce cambios de fase asociados al
aumento de la expresion de mPerl y cFos exclusivamente en la region dorsal de los

NSQ (Aida et al., 2002). Esto coincide con otros trabajos en los que la region dorsal
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de los NSQ fue propuesta como la region responsable de recibir la informacion desde
los sistemas de interocepcion (Moga y Moore 1997; Krout et al. 2002; Moore et al.
2002). El resultado obtenido al analizar la expresion de cFOS en los NSQ de animales
tratados con LPS, luz o vehiculo concuerda también con trabajos previos en los que se
describié un ritmo circadiano con maximos diurnos en la region dorsal de los NSQ,
tanto para la expresion de cFos como de mPer (Sumova et al. 1998; Guido et al.
1999a; Guido et al. 1999b; Schwartz et al. 2000; Yan y Okamura 2002). Como se
puede observar en la figura 5.10, los animales tratados con vehiculo durante la noche
presentan células marcadas en la region ventrolateral pero un muy bajo nimero de
células marcadas en la region dorsal. En los animales tratados con LPS esta relacion
se invierte, obteniendo un aumento en el niumero de células marcadas en la region
dorsal y una disminucion en la region ventrolateral con respecto a los animales
tratados con salina. La expresion de cFOS también aumenta en los NPV en los
animales tratados con LPS, pero no se observan cambios en la inmunoreactividad de
estos nucleos en los animales tratados con pulsos de luz.

Para que un estimulo dado produzca un cambio de fase en el sistema
circadiano, debe producir un cambio en alguna variable de estado del mecanismo de
oscilacion del reloj biologico. Por este motivo es de esperar que cualquier estimulo
sincronizador (o zeitgeber) sea capaz de modificar la transcripcion de uno o mas
genes relojeros. Analizamos por lo tanto la expresion de mPerl y mBmall en
animales tratados con LPS, pulsos de luz o solucion salina. Observamos expresion de
mPerl en varias estructuras cerebrales incluyendo NSQ, NPVT, NPV, CP, SO y
corteza, en tanto que la expresion de mBmall se restringid a los NSQ, con baja
expresion en talamo y corteza. La expresion de estos genes en los NSQ no se vio

significativamente afectada por el tratamiento con LPS, aunque pudimos observar una
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tendencia a una disminucion de la expresion de mBmall tanto en los animales
tratados de noche como en aquellos tratados de dia. De acuerdo con lo reportado
previamente en un gran numero de trabajos (Albrecht et al. 1997; Shearman et al.
1997; Shigeyoshi et al. 1997; Sun et al. 1997; Tei et al. 1997; Zylka et al. 1998Db), la
expresion de mPerl fue mayor a CT 3 que a CT 15 y fue inducida por luz soélo a
CT15, mientras que la expresion de mBmall fue mayor a CT15 que a CT3 y no se vio
afectada por los pulsos de luz.

La expresion de mPerl aument6 significativamente en los NPV de los
animales tratados con LPS durante la noche (figura 5.11). Este resultado coincide con
lo observado por Shibata y colaboradores quienes reportaron un aumento de la
expresion de mPerl en los NPV de ratones ddY luego de tratarlos con LPS a CT 22
(Takahashi et al. 2001). Resulta interesante notar que, al igual que en los NSQ, los
niveles diurnos de mPerl en los NPV parecen ser mayores que los niveles nocturnos
lo cual sugiere la existencia de una variacion circadiana en la expresion de mPerl en
éstos nucleos. La diferencia es que en los NSQ mPerl es inducido por pulsos de luz
mientras que en los NPV seria inducible por la administracion de LPS. Es necesario
tener en cuenta que la cuantificacion de la sefial proveniente de los NPV fue analizada
a posteriori lo cual implica que los cortes no fueron seleccionados previamente de
forma tal que contengan una determinada region sino que se realizo la cuantificacion
en aquellos cortes en los cuales se pudo determinar la presencia de NPV luego de
realizadas las hibridaciones in situ. Por este motivo, si bien los resultados son
interesantes y los incluimos en un modelo de interaccion neuroinmune en el sistema

circadiano, deben ser confirmados por otros experimentos.
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Evidencias de la participacion de NF-kB en el sistema circadiano:

La sulfasalazina es un inhibidor de la activacion de NF-kB relativamente
especifico que inhibe a la IKK y evita de esta forma la fosforilacion de IkB (Wahl et
al. 1998; Cronstein et al. 1999). Al no fosforilarse IkB, NF-kB no puede liberarse y
ser traslocado al nucleo, lo que resulta en la inhibicion de la actividad de este factor
de transcripcion. Dado que la sulfasalazina es capaz de disminuir la magnitud de los
cambios de fase inducidos por LPS (Fig. 5.10), es altamente probable que esta
respuesta requiera de la activacion de NF-kB. Si bien existen ya varios trabajos que
aportan evidencias de la participacion de NF-kB en el sistema circadiano de
mamiferos, el rol de este factor de transcripcion en este contexto no es aun del todo
comprendido. En los NSQ de roedores se ha reportado la presencia de p65 (Marpegan
et al. 2004), mRNA de IxB (Rivest et al. 2000) y de IKK (Hayashi et al. 2003).
Ademas, Hayashi y colaboradores sugieren en el mismo trabajo que la deficiencia en
la actividad de IKK seria la responsable de un fenotipo de periodo muy largo en
ratones, mientras que en nuestro laboratorio demostramos que al inhibir la actividad
de NF-kB con PDTC se bloquean los avances de fase inducidos por luz en hamsteres.
Evidencias mas indirectas incluyen la descripcion de ritmos diarios de la actividad de
NF-«B en corteza cerebral asociada a los efectos de citoquinas proinflamatorias en el
ciclo suefio-vigilia (Krueger et al. 2003) y variaciones diarias de actividad y
expresion en el bazo vinculadas al efecto inmunomodulador de la melatonina.

En conjunto, los resultados de este trabajo, sumados a los trabajos
presentados por otros grupos, sugieren inequivocamente que los componentes de la

via de NF-kB estan involucrados en el sistema circadiano.
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Participacion de citoquinas en las interacciones neuroinmunes en el sistema
circadiano:

Si bien hemos medido la produccion de citoquinas en respuesta al LPS por
diversos métodos, los resultados obtenidos reflejan una muy baja expresion en
respuesta a una dosis de 25 pg/kg. Dado que ademas se trata de métodos muy
sensibles, que detectan concentraciones de por lo menos un orden de magnitud menos
que las minimas concentraciones a las que se debe llegar para inducir procesos
febriles, debemos concluir que la liberacion de estas citoquinas al torrente sanguineo
no parece ser el mecanismo que interviene en la generacion de los cambios de fase
inducidos por LPS. Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de que un factor
distinto a IL-1 o TNFa sea el mediador de esta respuesta.

Si bien se asocia en general la administracion de LPS con el aumento de los
niveles plasmaticos de citoquinas proinflamatorias, es necesario tener en cuenta que
en términos generales éstas participan en procesos que involucran sefializacion de tipo
pardcrina y no como mensajeros endocrinos actuando sobre blancos a grandes
distancias del sitio de inflamacion. Por otro lado se ha observado que es posible
inducir procesos febriles con dosis de LPS o citoquinas que no llegan a producir
niveles detectables de citoquinas circulantes (Long et al. 1990; Maier et al. 1998). Si
bien se podria postular un mediador distinto a IL-1 también en este caso, esto es poco
probable ya que la administracion de IL-1Ra es capaz de bloquear la fiebre.

En contraste con estos resultados, se ha reportado que la administracion
subcutanea de IFN produce una disminucion de la expresion de mCry, mPer2 BMAL
y CLOCK en los NSQ y también un cambio de fase y disminucion de la expresion de
mPER1 en estos nucleos (Koyanagi y Ohdo 2002). La via por la cual llegaria el IFN

hasta los NSQ no fue estudiada hasta el momento pero dado que se trata de una
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administracion subcutanea es altamente probable que la via humoral sea importante,
aunque no puede descartarse una via neural.

Sea por via humoral o nerviosa, una vez que la informacion llega al SNC es
probable que induzca la liberacion de moléculas de sefalizacion entre las cuales las
citoquinas son fuertes candidatos. Como se puede observar en la figura 5.18, tanto la
administracion i.c.v. de IL-1B como la de TNFa producen retrasos de fase al ser
administradas a CT 15. Esto abre la posibilidad de que estas citoquinas sean capaces
de mediar la respuesta del sistema circadiano al LPS. Esta no es la primera evidencia
de la accion directa de citoquinas o LPS sobre los NSQ. Nava y colaboradores
mostraron que al aplicar LPS a explantos de NSQ en cultivo, se observan alteraciones
en el ritmo de liberacion de AVP (Nava ef al. 2000) y el tratamiento de rebanadas
coronales de cerebro conteniendo a los NSQ, con una mezcla de LPS, IFN y TNF
produjo alteraciones del ritmo de actividad eléctrica en los NSQ (Lundkvist et al.
2002). Ademas, en este ultimo trabajo se describi6 la presencia del receptor de IFNy
en los NSQ observando una variacion diaria en su expresion dependiente de luz. No
existe informacion de la expresion de receptores de otras citoquinas en los NSQ a
excepcidon del p75 que es un receptor de baja afinidad para TNF (Beaule y Amir
2001).

Otras evidencias de la accion de citoquinas sobre el sistema circadiano
incluyen un aumento de la expresion de mPerl en respuesta a IL-6 en cultivos
celulares transfectados con un plasmido con el gen de luciferasa controlado por el
promotor de mPerl efecto de IL-6 sobre la transcripcion de mPerl (Motzkus et al.
2002) y el efecto de enmascaramiento producido por la citoquina tipo cardiolipina al
administrarla i.c.v. Ademas, (Alheim y Bartfai 1998) sugieren que IL-1B estaria

involucrada en el control de los ritmos diarios de temperatura ya que los ratones
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transgénicos que no expresan esta citoquina presentan una clara hipertermia. Por
ultimo, es necesario destacar el trabajo del grupo de Krueger que demostré un
importante rol de las citoquinas proinflamatorias centrales en la modulacion del ciclo
suefo-vigilia, ritmo estrechamente relacionado con el sistema circadianos (revisado

en (Krueger et al. 2003).

Los astrocitos como posibles mediadores de las interacciones neuroinmunes:

Dentro de la compleja anatomia de los NSQ se encuentra un gran numero de
astrocitos cuya funcion dentro del sistema circadiano no ha sido determinada atin con
claridad. Los astrocitos presentan en general receptores para IL-1f y para TNFa,
ademas de receptores para otras citoquinas. Por otro lado, son capaces de sintetizar
citoquinas proinflamatorias y modular la actividad sinaptica y la actividad eléctrica de
las neuronas. Estas caracteristicas sugieren que los astrocitos podrian estar
involucrados en las interacciones neuroinmunes en el sistema circadiano de ratones.

Como se puede ver en la figura 5.19, existe tendencia de variacion
circadiana en la GFAPir en los NSQ de ratones C57B1/6 con niveles maximos durante
las primeras horas del dia y minimos durante las primeras horas de la noche. Este
resultado coincide con trabajos previos presentados por otros grupos (Lavialle et al.
2001) y junto al hallazgo de una variacion diaria en la disribucion de la enzima
glucogeno fosforilasa (presente en astrocitos pero no en neuronas) en los NSQ
(Harley et al. 2001), sugiere que existen ritmos circadianos en la fisiologia de los
astrocitos de los NSQ. Recientemente Herzog y colaboradores mostraron que
astrocitos provenientes de corteza cerebral también presentan ritmos circadianos
aunque estos ritmos son amortiguados y desaparecen luego del tercer o cuarto ciclo a

excepcion de que se los exponga a explantos de NSQ (Prolo et al. 2005).
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Por otro lado, nosotros observamos que astrocitos de los NSQ expresan NF-
kB y que esta expresion se mantiene en cultivos primarios de astrocitos provenientes
de los NSQ de neonatos (figuras 5.20 y 5.21). Ademas, en estos cultivos observamos
un aumento de la actividad de este factor de transcripcion en respuesta a LPS, IL-1 y
TNFa (figura 5.22). Los resultados obtenidos coinciden con trabajos previos en los
que se observa una mayor activacion por parte de estimulos del sistema inmune innato
que mediante la aplicacion directa de citoquinas proinflamatorias (Liu et al. 2000;
Carpentier et al. 2005). En contraposicion, se observa una disminucion de la actividad
transcripcional kB en respuesta al glutamato, respuesta que es caracteristica de
astrocitos pero no es frecuente en otros tipos celulares en el SNC (Lin y Murphy
1997; Meffert et al. 2003).

El rol de los astrocitos en el SNC esta siendo redefinido y el sistema
circadiano no escapa a esto. En base a los resultados obtenidos en este trabajo
podemos decir que los astrocitos de los NSQ tienen la capacidad de participar de las
interacciones neuroinmunes in vitro, sin embargo es necesario tomar estos resultados
con precaucion dado que hasta el momento no pudimos encontrar evidencias in vivo
que permitan asegurar que los astrocitos de los NSQ participan efectivamente de estos
procesos. Como se mencion6 en la introduccion, el estudio de las funciones de los
astrocitos in vivo no es sencillo. Alin si encontraramos que la administracion de LPS o
citoquinas producen modificaciones estructurales o metabolicas en los astrocitos de
los NSQ, esto no implica inequivocamente que estas modificaciones sean necesarias
para las alteraciones observadas en el sistema circadiano tras la administracién de
estas drogas.

Por otro lado, no podemos, bajo ningin punto de vista, descartar un efecto

directo de variables inmunolédgicas sobre las neuronas de los NSQ; simplemente
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podemos decir que los astrocitos de los NSQ podrian estar involucrados en la
respuesta, asi como es probable que participen de la respuesta de los NSQ frente a

muy diversos estimulos.

El sistema circadiano en el proceso de sepsis

Hasta el momento hemos descripto el efecto sobre el sistema circadiano de
la administracion de LPS y citoquinas en muy bajas concentraciones. En los animales
utilizados en este trabajo, la dosis de LPS administrada no produce cambios en la
temperatura corporal e induce la produccion de citoquinas periféricas, pero en niveles
apenas detectables. Las dosis de IL-1B y TNFo administradas i.c.v. son de las mas
bajas encontradas en la literatura. Sin embargo, sabemos que los efectos de las
citoquinas y del LPS cambian mucho de acuerdo con las dosis utilizadas: a dosis altas
se puede llegar a provocar un shock séptico en muchos casos letal. Dado que nuestra
hipotesis propone una interaccion bidireccional entre los sistemas inmune y
circadiano decidimos estudiar el sistema en un estado claramente patologico.

De acuerdo con lo reportado por Halberg en 1960, la mortalidad inducida
por endotoxina de E. coli en ratones BalbC depende dramaticamente de la hora del dia
en que ésta se administre. En particular, la mortalidad frente a una misma dosis de
endotoxina resulto tener un maximo (aproximadamente 80% de mortalidad) durante la
tarde y un minimo (20% de mortalidad) durante la noche. Un resultado similar fue
obtenido para el tratamiento con altas dosis de TNFa (Wongwiwat et al. 1972;
Hrushesky et al. 1994).

Dado que los experimentos de Halberg no habian sido repetidos por otros
laboratorios ni en otra cepa de ratones, analizamos en este trabajo la mortalidad

inducida por altas dosis de LPS durante la tarde y durante la noche y el efecto de este
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tratamiento sobre la actividad locomotora y la temperatura.. El resultado obtenido fue
similar al obtenido por Halberg para BalbC con un 80-100% de mortalidad durante la
tarde y 10-20% de mortalidad inducida por el tratamiento nocturno (figura 5.23.a).
También pudimos observar una mayor tasa de mortalidad en los animales tratados
durante la tarde con respecto a aquellos tratados por la noche (figura 5.23.b). El LPS
indujo ademas una clara hipotermia y un enmascaramiento de los ritmos circadianos
por un periodo de aproximadamente tres dias (figura 5.24).

Esto sugiere fuertemente que el sistema circadiano estaria regulando la
respuesta inducida por dosis altas de endotoxina y coincide notablemente con la
disminucién en la respuesta del eje HPA al LPS en animales con los NSQ lesionados
(Givalois et al. 1999). Sin embargo, para poder concluir que el sistema circadiano
endogeno es indispensable para la variacion en la respuesta al LPS, es necesario que
la respuesta se mantenga en condiciones de libre curso. Esto no es lo que parece
ocurrir en funcidon de nuestros resultados preliminares. En animales mantenidos en
DD, no observamos diferencias en la mortalidad inducida por dosis letales de LPS a
CT11 y a CT 19. De hecho, la mortalidad en los animales tratados en ambos horarios
fue cercana al 100%, un resultado dificil de interpretar ya que sugiere que durante la
noche existiria un mecanismo de proteccion de los animales frente al shock séptico
pero solamente si estan en un ciclo LD.

La melatonina seria un buen candidato a ser responsable de los resultados
observados ya que tiene un conocido efecto inmunosupresor, aumenta durante la
noche y su sintesis es inhibida en presencia de luz. Ademas, si bien no existen muchos
datos referentes al ritmo de melatonina en condiciones de libre curso, es probable que
sus niveles plasmaticos disminuyan en DD. Sin embargo, tanto los ratones BalbC

como los ratones C57Bl/6 son animales que presentan niveles plasmaticos de
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melatonina extremadamente bajos y la presencia de luz durante la noche - que
disminuye normalmente los niveles de melatonina circulante - no aumentd la
mortalidad en los animales tratados a ZT19.

Existen muchas explicaciones posibles para los resultados observados. Por
un lado, podria ser que el sistema circadiano regule la respuesta aguda al LPS de
forma tal que ésta sea mayor durante el dia que durante la noche pero que no sea
capaz de regular la respuesta a largo plazo. Una vez iniciada la respuesta aguda, otros
factores podrian determinar la supervivencia del animal, siendo posible que Ia
ausencia de un ciclo de luz- oscuridad sea deletérea para la salud de una animal que
entrd en estado de sepsis. En concordancia con esta idea existen trabajos en los que se
ha planteado que la presencia de ciclos normales de de actividad/reposo estan
vinculados a una mejora en la calidad de vida tanto en pacientes como en modelos
animales (Mormont y Waterhouse 2002). En este contexto la presencia de ritmos
circadianos ha sido considerada como un indicador de calidad de vida por Bauhofer y
colaboradores (Bauhofer et al. 2001) (Bauhofer et al. 2002). Los experimentos
necesarios para poner a prueba este tipo de hipdtesis son complejos pero la gran
incidencia de septicemia en la poblacion, asi como el alto indice de mortalidad que
presenta, hace de éste un tema que merece ser investigado en profundidad. Las
diferencias en la mortalidad inducida por LPS a distintos horarios es tan grande que
sin duda debe ser tenida en cuenta dados los resultados de recuperacion obtenida con

tratamientos mas caros y sofisticados que existen en la actualidad.

Hacia un modelo de la relacion inmune-circadiana:

En base a lo dicho anteriormente y a los resultados presentados, podemos

entonces plantear un modelo tentativo para explicar la interaccion entre los sistemas
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inmune y circadiano en ratones. No pretendemos en absoluto que este modelo sea
definitivo sino que esperamos que sirva para plantear nuevos experimentos que lleven
nuestra comprension de estos sistemas un poco mas alla de nuestros horizontes
actuales.

Como se puede ver en la figura 6.1, la administracion de LPS i.p. actuaria
por dos vias posibles y no excluyentes. Una seria una via neural mediada
posiblemente por el nervio vago (X par craneal) y otra estaria mediada por un
aumento en los niveles de citoquinas proinflamatorias en la periferia. En este ultimo
caso, las citoquinas llegarian eventualmente al endotelio vascular y, tras ser activadas,
las células endoteliales podrian producir citoquinas proinflamatorias u otros factores
capaces de transmitir la informacion del estimulo a diversas areas del cerebro. Si bien
desconocemos cudl es el factor que determinara en ultima instancia que se produzcan
los cambios de fase o el enmascaramiento y donde es que este factor actua, el hecho
de que la administracion central de IL-1B y TNFa produzca efectos similares al LPS
periférico sugiere que la produccion central de citoquinas podria estar involucrada en
la respuesta al LPS.

Por lo tanto, siguiendo nuestra linea de pensamiento podemos pensar que las
citoquinas periféricas activarian al endotelio cerebral y éste, a su vez, liberaria
citoquinas o induciria a algin otro tipo celular del SNC a hacerlo. Los principales
candidatos como células mediadoras son los astrocitos y las células de la microglia.
Es posible que la liberacion de citoquinas dentro del SNC lleve a la activacion de los
astrocitos y estos sean capaces a su vez de modular la actividad eléctrica de las
neuronas en lugares como los NPV donde se induce la expresion de mPerl y caos;
estos nucleos podrian, a su vez, enviar una sefial sincronizadora a los NSQ. Existe la

posibilidad de que la activacion de los NSQ y de los NPV sean eventos en paralelo y
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no en serie, ya que el LPS activa muchos otros nticleos hipotalamicos como los
nucleos hipotalamicos anteriores, los nucleos supraopticos, la zona retroquiasmatica,
el nticleo arcuato el nticleos dorsal del hipotdlamo, y se sabe que estos proyectan tanto

a los NPV como a los NSQ.

Sist. TNFo.
Inmune¥ IL-1

LPS

Nervio Vago

NSQ

Figura 6.1. Esquema de las posibles vias de interaccion entre los sistemas inmune y circadiano.

Una vez administrado el LPS se genera una respuesta compleja que incluye la activacion de varios nucleos
cerbrales incluyendo los NSQ y los NPV y generando alteraciones comportamentales entre las cuales se
encuentran retrasos de fase de tipo féticos. La activacion de los NSQ se evidencia por el aumento de la
inmunoreactividad de CFOS en la zona dorsal de los mismos.

En respuesta a dosis bajas, es probable que las vias por las cuales llega la informacion desde la periferia hacia el SNC sean
a traves del nervio vago o por medio de la liberacion de citoquinas proinflamatorias. En cualquiera de estas dos situaciones
se ha reportado que dentro del SNC aumentan las citoquinas TNF e IL-1 (entre otras) y en este trabajo demostramos que
éstas son capaces de inducir retrasos de fase del ritmo de actividad locomotora en rueda. Hemos visto ademas que los
astrocitos de los NSQ expresan NF-kB y son capaces de responder a citoquinas proinflamatorias mediante la activacion de
este factor de transcripcion. Asi es probable que estas células participen como mediadoras de la respuesta del sistema
circadiano a las variables inmunoldgicas.

Si bien la activacion de los NPV en respuesta al LPS se hace evidente por un aumento en la expresion de mPer y de cFOS
desconocemos aun si esta respuesta esta involucrada de alguna forma en los cambios observados en el sistema circadiano.

La informacion generada por la aplicacion del LPS periférico llegaria

rapidamente por via nerviosa al SNC. Una vez en el SNC es probable que la secuencia
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sea similar a la descripta anteriormente, con liberacion de citoquinas centrales y/o
algunos otros factores y la activacion de varios ntcleos hipotaldmicos, entre ellos los
NSQ y NPV. Existen evidencias a favor y en contra de cada una de las alternativas
propuestas en nuestro modelo e intentaremos discutirlas brevemente a continuacion.

Nos encontramos con la primera disyuntiva al existir una via nerviosa y una
humoral para la llegada de la informacion generada por el LPS al SNC. Cabe destacar
en este sentido que ambas vias han sido caracterizadas previamente por numerosos
autores y la relevancia de cada una de ellas en la comunicacion periferia-SNC es
todavia tema controversial. El LPS produce un aumento de las citoquinas periféricas y
fue demostrado que el endotelio vascular cerebral se activa en presencia de altos
niveles de citoquinas circulantes (Quan et al. 2003; Singh y Jiang 2004). Sin embargo,
es necesario destacar que los niveles de citoquinas inducidos por el tratamiento con
LPS en este trabajo son realmente bajos, lo cual sugiere que esta via de accion es la
menos probable.

Se ha demostrado la presencia de receptores para varias citoquinas, incluidas
IL-1 y TNFa en las células endoteliales del cerebro (Quan et al. 2003; Konsman ef al.
2004; Cartier et al. 2005) y se sabe que, una vez activadas, pueden liberar numerosas
moléculas sefializadoras, incluidas citoquinas proinflamatorias, prostaglandinas y NO
(McCann et al. 1998, 2002). En este modelo, sin embargo, la penetracion de las
citoquinas en el parénquima cerebral no fue determinada con claridad y algunos
autores proponen que es bastante baja. En particular es necesario resaltar las
investigaciones de Ohdo y colaboradores con IFNa; en sucesivos trabajos analizaron
el efecto de la administracion aguda o cronica sobre el sistema circadiano hallando
que efectivamente se producen alteraciones tanto a nivel comportamental como a

nivel de genes reloj en los NSQ y tejidos periféricos (Ohdo et al. 2001; Koyanagi y
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Ohdo 2002). En estos trabajos la administracion de la citoquina se realizd en forma
subcutanea y es altamente probable que la via de accion sea humoral.

Sin embargo existen algunas respuestas entre las que se destaca el aumento
agudo de la temperatura corporal (inicio de la fiebre) que se dan extremadamente
rapido y no parecen estar mediadas por citoquinas periféricas. Al administrar LPS en
forma periférica, la temperatura corporal aumenta en menos de 5 minutos, lo cual
resulta casi imposible por cualquier otra via que no sea nerviosa (Kluger 1991).
Asimismo, se ha reportado la induccion de fiebre en animales tratados con dosis de
LPS que no llegan a estimular la expresion de niveles detectables de citoquinas
circulantes. La respuesta de enmascaramiento de la actividad observada en este
trabajo oscila alrededor de los 20 minutos, aunque en algunos casos fue menor,
mientras que la aparicion de citoquinas en sangre suele demorar por lo menos 30
minutos aun en tratamientos con dosis letales de LPS. Esto sugiere que el
enmascaramiento inducido por LPS podria seguir una via nerviosa directa; sin
embargo, se trata de una evidencia circunstancial y no podemos asegurar que los
cambios de fase vayan por la misma via. La via nerviosa mediada por el nervio vago
que lleva la senal hasta el SNC esta bien caracterizada. En primer término se observa
la activacion del nticleo del tracto solitario (NTS) y el area postrema, luego por una
via monosinaptica estos activan a los NPV y al area preoptica del hipotalamo anterior,
y finalmente en tercer orden se observa la activacion de varios nucleos hipotalamicos
entre los que se encuentran los NSQ (Fernandez-Galaz et al. 1994; Wan et al. 1994;
Linthorst et al. 1995). Estudios realizados por marcacion retrégrada con toxina
colérica demostraron que existen conexiones multisinapticas tanto desde NTS como
desde AP hacia los NSQ (Krout et al. 2002). También se hallaron conexiones mono y

multisinapticas desde la mayoria de los nticleos hipotaldmicos incluyendo los NPV
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(Moga y Moore 1997); revisado en Morse y Sassone-Corsi, 2002). Dado que la
estimulacion con LPS puede llegar por via vagal a los NSQ es posible que por esta
misma via se induzcan los cambios de fase. Experimentos en animales vagotomizados
podrian contribuir a determinar la relevancia de cada una de estas vias en las
interacciones neuroinmunes en el sistema circadiano.

Tanto por via nerviosa como por via humoral es probable que la sefial
conduzca finalmente a la sintesis de citoquinas centrales. Esto fue demostrado ya en
numerosos modelos de inflamacion aunque todavia estamos lejos de entender
exactamente cual es el rol de las citoquinas centrales y cuales son los mecanismos que
llevan a su liberacion (Kakizaki ef al. 1999). Si bien los experimentos presentados en
este trabajo no son concluyentes respecto a este punto, el hecho de que la
administracion de IL-1 o TNFa a CT 15 produzca retrasos de fase similares a los
inducidos por LPS sugiere fuertemente que las citoquinas centrales juegan un rol
importante en la respuesta del sistema circadiano a las sefiales provenientes del
sistema inmune. Es importante en este sentido destacar que algunos de los trabajos
que vinculan a los sistemas circadiano ¢ inmune desde un enfoque cronobioldgico se
realizaron en rebanadas de cerebro que contenian a los NSQ o en explantos de NSQ
mantenidos en cultivo. Analizando el ritmo de liberacion de AVP como variable de
salida de los NSQ, Nava y colaboradores observaron alteraciones en respuesta a la
estimulacion con LPS (Nava et al 2000). Asimismo fue reportado que Ia
electrofisiologia de los NSQ se ve alterada por la aplicacion de una mezcla de IFNy,
LPS y TNFa (Lundkvist et al. 2002). Esto sugiere un efecto directo de variables
inmunologicas sobre el reloj bioldgico y concuerda en cierta forma con los resultados
obtenidos en este trabajo. Si bien no fue descripta hasta el dia de hoy la expresion de

receptores de citoquinas en los NSQ, a excepcion de los receptores de IFN (Lundkvist
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et al. 1998), que presentan variaciones diarias en su expresion, es altamente probable
que esto obedezca mas a problemas de indole técnico que a la verdadera ausencia de
estos receptores.

Hasta el momento tenemos entonces una activacion periférica del sistema
inmune que envia informacion probablemente via nerviosa (aunque la via humoral no
queda descartada) y la consecuente produccion de citoquinas centrales que conduce a
la activacion de varios nticleos hipotalamicos entre los que se encuentran los NSQ y
los NPV. Estos nucleos probablemente interactiien de forma tal que el resultado final
es la activacion de la region dorsal de los NSQ y el aumento en la expresion de mPerl
en los NPV. Pero hasta el momento no mencionamos a los astrocitos en todo este
proceso.

A pesar de la existencia de una decena de publicaciones que involucran a los
astrocitos en el sistema circadiano, el rol de estas células en este contexto esta lejos de
ser comprendido. Esto no se debe a deficiencias en la calidad de los trabajos que se
han realizado hasta la actualidad sino a las grandes dificultades que plantea el estudio
del rol de los astrocitos in vivo o en sistemas in vitro complejos como las rebanadas
de cerebro o los explantos de NSQ. Sin embargo, la comprension del rol de los
astrocitos en el SNC y de la glia en general avanz6 en forma explosiva en la tltima
década. Este gran avance en la comprension de la fisiologia de los astrocitos nos llevo
a comprender que existe una interaccion importante entre astrocitos y neuronas en la
que estas ultimas no son las Gnicas que cumplen un papel activo. Sabemos ahora que
los astrocitos pueden modular practicamente todas las actividades de las neuronas
incluyendo su actividad eléctrica, la sintesis de neurotranmisores, el metabolismo

general y el proceso sinaptico. Este conocimiento nos permite especular acerca del rol
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de los astrocitos en las interacciones neuroinmunes en el sistema circadiano y

proponer un modelo que debera ser puesto a prueba en trabajos futuros (figura 6.2).

dgenes

elojeros?

Figura 6.2. Modelo de interaccion propuesto entre astrocitos y neuronas en los NSQ.

Los astrocitos de los NSQ son capaces de responder a LPS, IL-1 y TNFa activando al factor de
transcripcion NF-kB. Una vez activado este factor de trancsripcion, los astrocitos podrian liberar
mensajeros quimicos capaces de modular ala actividad neuronal de los NSQ. Las sustancias que los
astrocitos pueden liberar en respuesta a citoquinas son muchas pero los candidatos mas interesantes
son las mismas citoquinas y el glutamato.

La identidad de estos mediadores podria ser develada estimulando cultivos neuronales de NSQ con
medios condicionados de astrocitos tratados con citoquinas en presencia o ausencia de inhibidores o
antagonistas especificos.

Sea que lleguen desde la periferia o sean producidas dentro mismo del SNC,
la respuesta a la administracion periférica de LPS lleva al aumento de los niveles de
citoquinas en el SNC. De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, los
astrocitos de los NSQ tienen la capacidad de responder tanto a IL-1 como a TNFa.
Probablemente no sean capaces de responder a IL-6 ya que hasta el momento no se
han descripto sus receptores en astrocitos (Wesemann y Benveniste, 2004). La
respuesta de los astrocitos a IL-1 es sumamente compleja e involucra la liberacion de
un gran numero de sustancias incluyendo componentes de matriz extracelular,
citoquinas, quemoquinas, purinas, factores de crecimiento, metaloproteinas y otras
enzimas (revisado en John et al., 2005). Ademas modifica la expresién de proteinas

del citoesqueleto y de proteinas de adhesion e induce la expresion de NF-kB y otros
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factores de transcripcion, asi como la expresion de la iNOS. Asi, es posible que al ser
estimulados por las citoquinas proinflamatorias, los astrocitos liberen moléculas como
citoquinas, glutamato y otras, y modulen asi la actividad neuronal de los NSQ y su
repuesta a diversos estimulos entre los cuales pueden estar incluidas también las
citoquinas.

La respuesta de los astrocitos presenta una curiosa particularidad: su gran
complejidad. La activacion de un unico tipo de receptores (aun en baja cantidad), es
capaz de producir la liberacion de glutamato no solamente por si mismo sino también
aumentando la liberacién de multiples mediadores autdcrinos/pardcrinos que actian
en forma sinérgica como amplificadores espaciotemporales de la respuesta (Volterra y
Meldolesi, 2004). Por ejemplo, en el caso de la respuesta a IL-1 (Figura 6.3) se
observa que esta citoquina aumenta la liberacion de TNFa y la expresion de varios
receptores, entre ellos el de TNFo y receptores purinérgicos como los A, de
adenosina y los P2X; activables por ATP (revisado en (John et al. 2005). El TNFa es
capaz de inducir la liberacion de glutamato por si mismo pero ademads induce la
liberacion de adenosina y de ATP, que en forma autocrina y pardcrina activan los
receptores de purinas que habian sido inducidos por IL-1 (Liu ef al. 2000; John ef al.
2003). La activacion de estos receptores produce la liberacion de glutamato y
aspartato por medio de variados mecanismos de liberacion que incluyen mecanismos
mediados por exocitosis vesicular (revisado en Nishizaki, 2004) o por medio de la
activacion de receptores purinérgicos de tipo P2X5, que forman canales por los que
pueden pasar glutamato y aspartato (Duan et al. 2003). La liberacidon de aminoacidos
excitatorios es capaz de modificar la actividad sindptica, como se ha demostrado en
numerosos trabajos (Parpura et al. 1994; Araque ef al. 1998). Un ejemplo de esto es la

facilitacion sinaptica observada en hipocampo tras la administracion de adenosina, un
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efecto que no esta mediado alteraciones en la liberacion presindptica de GABA o
glutamato ni cambios en las conductancias gabaérgicas y glutamatérgicas

potsinapticas (Nishizaki et al. 2002).

MNeurona
presinaptica

Meurona
9 postsindptica

& & w®

IL-16” ASTROCITO

Figura 6.2. Posible via de interaccion entre astrocitos y neuronas en respuesta a
IL-1p y TNFa.

En respuesta a IL-1 y TNF a los astrocitos son capaces de liberar una gran variedad de sustancias
incluyendo glutmato. Estas sustancias pueden a ctuar en forma paracrina sobre sinapsis cercanas.
Ademas de la liberacion de glutamato se produce un aumento en la expresion y actividad de
numerosos receptores incluyendo el de TNFa, los de purinas y de quemoquinas.Todas estas
acciones son mediadas por el factor de transcripcion NF-«B.

A la liberacion de glutamato inducida por purinas se le suma un efecto
inhibitorio de IL-1 sobre la actividad del transportador glial de glutamato GLT-1 y de
la actividad de la enzima glutamina sintetasa, lo que contribuye al aumento de la
concentracion de glutamato en el espacio sindptico (Nishizaki et al. 2002). En
conjunto todos estos factores hacen que en presencia de IL-1 o TNFa se produzca un
cambio en la tranmision sindptica de las neuronas asociadas a los astrocitos activados

por las citoquinas. Todos estos efectos inducidos por IL-1 en astrocitos dependen en
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gran medida de la activacion del factor de transcripcion NF-kB, el cual, de acuerdo
con los resultados presentados en este trabajo, es expresado y es activable por IL-1 y
TNFa en los astrocitos de los NSQ.

La observacion de que la actividad de NF-kB en respuesta a glutamato
disminuye en los astrocitos de los NSQ resulta interesante ya que ayuda a plantear un
posible mecanismo de accion para la interaccion observada entre las vias activadas
por luz y por LPS. La activacion de los astrocitos de los NSQ por parte de las
citoquinas proinflamatorias produciria la liberacion de glutamato en la zona dorsal de
los NSQ generando los cambios de fase observados en respuesta a la administracion
periférica de LPS. En el caso de la coadministracion, el glutamato liberado en los
NSQ podria producir un efecto inhibitorio sobre la actividad de NF-xB en los
astrocitos, inhibiendo asi la liberacion de glutamato inducida por IL-1. De esta forma
al coadministrar luz y LPS se obtendria exclusivamente el efecto inducido por luz.

La interaccion también podria explicarse mediante la accion de GABA en
lugar de glutamato. Ambos neurotransmisores han sido descriptos en los NSQ de
raton tanto en la region ventrolateral como en la region dorsal, aunque en otros
roedores el glutamato parece estar localizado preferentemente en la zona ventrolateral.
Se sabe que en respuesta a los pulsos de luz se activan sinapsis gabaérgicas (Cardinali
y Golombek 1998) de forma tal que este neurotranmisor podria estar inhibiendo la
liberacion de glutamato por parte de los astrocitos de los NSQ en respuesta al LPS
intraperitoneal.

Finalmente, si bien el modelo planteado puede ser considerado
extremadamente simplista, resulta inevitable a esta altura asumir que existe una
comunicacion bidireccional entre los sistemas circadiano e inmune. Sin duda alguna

se necesitan mas experimentos que permitan demostrar inequivocamente cudl es el
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sustrato anatomico vinculado a los cambios de fase inducidos por LPS y por
citoquinas y cudl es el rol de los astrocitos en en estos procesos. Esto implicara
también un avance en nuestro conocimiento acerca de la interaccion entre diversos
nucleos hipotalamicos y entre éstos y el resto del SNC, asi como una mayor
comprension del rol de los astrocitos en el sistema circadiano y en el SNC en general.
Los detalles de la interaccion inmuno-circadiana merecen ser estudiados
exhaustivamente como lo demuestra en este trabajo la posible vinculacion entre el
sistema circadiano y la mortalidad inducida por LPS, un tema de gran relevancia
clinica.

El sistema circadiano es capaz de modular practicamente todos los procesos
fisioloégicos y comportamentales. Esto hace que su estudio sea fundamental para
entender estos procesos que, después de todo, son nuestra vida cotidiana o, en

palabras de J.T.Fraser, nuestro presente organico.

- 166 -



Conclusiones
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7. Conclusiones:

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis podemos concluir
que existe una via de interaccion desde el sistema inmunologico hacia el sistema
circadiano. La activacion de dicha via es capaz de sincronizar los ritmos de actividad
locomotora en rueda por medio de retrasos de fase durante el comienzo de la noche
subjetiva y alterar la salida del sistema circadiano en forma aguda enmascarando la
expresion de los ritmos circadianos de actividad en forma transitoria. Esta via (que,
dado el control circadiano de muchas variables del sistema inmune podria ser
considerada como de retroalimentacién) involucra la activacion de la zona
dorsomedial de los NSQ, lo que pone en evidencia una vez mas la notable
complejidad anatomica y funcional de estos nicleos. La interacciéon neuroinmune en
el sistema circadiano incluye también la participacion de citoquinas proinflamatorias
(IL-1B y TNFa) a nivel central y de la activacion del factor de transcripcion NF-kB.

Esta interaccion entre los sistemas inmune y circadiano es bidireccional: asi
como las variables inmunolégicas proinflamatorias son capaces de modificar al
sistema circadiano, éste es capaz de modular notablemente la respuesta
inmunologica. Esto se hace evidente al observar la diferencia en la sensibilidad a la
administracion de endotoxina a distintos horarios tanto en dosis bajas como en dosis
letales.

De acuerdo a los resultados obtenidos hasta el momento no habria activacion
de los genes relojeros mBmal y mPerl en los NSQ en respuesta a la administracion de
LPS en una dosis de 25ug/kg. Si observamos un aumento de mPerl en los NPV en
respuesta a LPS a ZT15 (pero no a ZT 3) lo cual sugiere que los PVN podrian estar

vinculados a la interaccion entre los sistemas inmune y circadiano.
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En conjunto, de los resultados presentados en este trabajo surge un modelo
de interaccion que debe ser puesto a prueba y que genera un gran numero de
interrogantes ~ y experimentos posibles para responderlos. Algunos de los
interrogantes mas importantes que han surgido y que se ven reflejados en
experimentos que ya se estan llevando a cabos son:

(Cual es el rol de los astrocitos en las interacciones neuroinmunes del
sistema circadiano y cuadl es su rol en el sistema circadiano en general?

(Qué tipo de células de los NSQ son las que responden a la administracion
de LPS i.p.?

(Cual es el rol de otras citoquinas pro y antiinflamatorias en el sistema
circadiano (y cual es el rol de las prostaglandinas)?

(Cual es el rol de los NPV en la interaccion neuroinmune en el sistema
circadiano y en particular cual es el rol de los genes reloj en estos niicleos?

(Cuadl es el rol del sistema circadiano en el proceso de sepsis?

(Aporta el sistema circadiano alguna ventaja en cuanto a la sobrevida en el
proceso de sepsis?

(Cual es la via por la cual llega la informacion del sistema inmune al sistema
circadiano?

Algunos de los experimentos para responder a estas preguntas se estan
desarrollando. Es interesante notar que estos experimentos apuntan a cuestiones que
atafien no solamente a la cronobiologia si no a muchas otras areas de la ciencia, ya
que estamos hablando de entender mejor los mecanismos de interaccion entre
astrocitos y neuronas, entre distintos nucleos cerbrales (los NSQ y los NPV) y entre
la periferia y el SNC, la modulacion de los procesos implicados en la sepsis y el rol

fisiologico de las citoquinas en el SNC.
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Apéndice A.1.

Consideraciones practicas para el analisis de ritmos circadianos.

Teniendo en cuenta que en el estudio de los ritmos circadianos los cronobidlogos
utilizamos no so6lo una terminologia propia del area si no que también usamos algunos
métodos de analisis no del todo convencionales incluyo en este apéndice alunas
generalidades practicas para aquellos lectores no familiarizados con los ritmos
circadianos. Estas generalidades no son de ninguna manera triviales si no que resultan
claves para entender cabalmente el trabajo desarrollado en esta tesis. Sin embargo, el
analisis de los ritmos circadianos es hoy en dia un tema frecuente en la literatura
cientifica de muy diversas areas por lo que la exclusiéon de estos temas de la
introduccion evita hacerla atin mas “pesada” para quienes ya tienen cronobioldgicos
basicos.

Parametros generales de los ritmos circadianos.

Como todo ritmo, los ritmos biologicos en general y los circadianos en particular
pueden ser caracterizados en funcion de cuatro parametros principales, el periodo, el
mesor, la amplitud y la fase (figura A.1). El periodo puede ser definido como el
tiempo que transcurre entre dos puntos en los cuales la variable en estudio se
encuentra en la misma situacion (los mas identificables son maximos y minimos) y
por definicion es cercano a 24 horas en los ritmos circadianos. El mesor corresponde
al valor medio de la variable, la amplitud corresponde al medio de la diferencia entre
los maximos y los minimos y la fase puede definirse como el valor que toma la
variable en un momento determinado del ciclo.

De estas variables las dos mas utilizadas en cronobiologia son el periodo y la fase ya

que en base a ellas es posible estudiar numerosas propiedades del sistema circadiano y
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son las que suelen caracterizar al sistema de cada especie y/o cepa. Por ejemplo, los
hamsteres tienen en general periodos muy cercanos a 24 horas o un poco mayores, las
ratas tienen periodos de mas de 24 horas y los ratones menores a 24 horas. Por otro
lado el periodo de los ratones C57BL/6 es de 23,7 horas mientras que el de los ratones
BALB/C es de 23 horas. O sea que al ver un actograma podemos tener alguna idea de

qué animal se trata simplemente observando el periodo.
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Figura A2.1. Parametros de caracteristicos de un ritmo.

El esquema representa una variable cualquiera cuyos valores cambian en forma ritmica en
funcion del tiempo. Se pueden observar los parametros caracteristicos de un ritmo que son el
periodo, la amplitud, el mesor y la fase. La curva oscura representa el ritmo original y la curva
mas clara representa el ritmo de la misma variable luego de un cambio de fase indicado por la
flecha bidireccional de color rojo. El periodo es el tiempo que tarda en completarse un ciclo, la
amplitud es la mitad de la diferencia entre maximos y minimos y la fase corresponde al valor
que toma la variable en un momento dado.

Tiempo circadiano (CT) y tiempo de zeitgeber (ZT).

Si bien la diferencia es simplemente de una letra, la implicancia de este cambio puede
ser fundamental y es clave entender claramente de que se trata. ZT se refiere al tiempo
en condiciones en las que un estimulo externo aporta las claves temporales. Por
ejemplo en un ciclo L:O, la alternancia entre luz y oscuridad aporta claves temporales

que pueden sincronizar al sistema circadiano de un animal en estudio. Por este
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motivo, se refiere el tiempo a la variable externa y se toma una fase arbitraria como
referencia. En el caso de los ciclos L:O suele definirse como ZT 12 el apagado de las
luces aunque al ser arbitrario esto es a veces modificado en funciéon de Ia
conveniencia del experimentador.

Sin embargo en muchos casos es conveniente referir el tiempo a los ritmos endoégenos
del individuo en estudio. Esto se da principalmente cuando se trabaja en condiciones
0:0. Para hacer esto, se toma una fase de referencia que en ratones suele ser el inicio
de la actividad. También se puede tomarse el maximo de la variable (acrofase) o el
final de la actividad. La acrofase suele ser util para variables como la temperatura
corporal y el final de la actividad suele utilizarse cuando el inicio no es muy preciso
como suele ocurrir en ratas. Esta fase suele ser definida arbitrariamente como CT 12
aunque puede asignarsele cualquier otro valor.

Para un animal nocturno, si tomamos CT 12 como el inicio de actividad, la “noche
subjetiva” o sea el momento que el animal considera como noche a pesar de estar en
0:0, se dara a partir de CT12 y se extendera aproximadamente hasta CT24 (esto
puede variar) y el “dia subjetivo” comienza al finalizar la noche subjetiva y termina a

CT 12.

Actogramas.

Para entender como se genera un actograma es conveniente entenderlo como un
apilamiento vertical de graficos del valor de la variable en funcion del tiempo. Para
entender esto un poco mejor imaginemos que graficamos el valor de la actividad
locomotora de un animal a lo largo de 48 horas. Si el animal es nocturno vamos a ver
mucha actividad durante la noche y poca o nada durante el dia (figura A.2.A).

Podemos graficar la actividad del segundo dia y colocar este grafico debajo del de la
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actividad del primer dia (figura A.2.B) y asi sucesivamente tantos dias como
queramos. Para hacer la visualizacion mas clara, suelen graficarse actogramas dobles,
en los que la nica diferencia es que en lugar de 24 horas en las abscisas se utilizan 48
horas. El tnico detalle que puede resultar complicado en los actogramas dobles es que
la diferencia entre dos “lineas” sucesivas debe haber 24 horas de diferencia. Esto se
hace graficando la variable a lo largo de 48 horas para un primer dia y por debajo se

grafica el valor de la variable pero comenzando por las ultimas 24 horas del dia

anterior.

A

L i, el

I PR T
sl o g - —

v 12 24 36
B Tiempo externo (ZT, horas)

v

Figura A.2. Construccion de un actograma.

Este esquema muestra en forma simplificada la forma en que se construye una actograma simple.
(A) En un primer paso se realiza un grafico de la actividad en funcién del tiempo representando
varios dias. (B) Luego se fracciona ese grafico a intervalos regulares que representan 24 horas y se
apilan los fragmentos en forma descendente de forma tal que la primera “linea” del actograma
corresponde al dia 1, 1a segunda al dia 2 y asi sucesivamente.

Los actogrramas dobles se construyen en forma similar pero las abscisas son de 48 horas en lugar
de 24. El apilado se hace en este caso de forma tal de obtener en la primera linea los dias 1 y 2, en
la segunda el 2 y el 3, en la tercera el 3 y el 4 y asi sucesivamente.

-213 -



Si bien se puede extraer mucha informacién de un actograma, el parametro mas
evidente es el periodo. Un ritmo con periodo mayor a 24 horas se correra hacia la
derecha, uno de 24 horas se mantendra vertical y uno menor a 24 horas se correra a la
izquierda. Esto se ve a primera vista, pero ademas es posible tomar una fase de
referencia, como por ejemplo el inicio de la actividad o el maximo de la variable
(acrofase) para cada dia y hacer una regresion lineal entre todos estos puntos. La
pendiente de la recta de regresion corresponde a la diferencia que existe entre el
periodo del ritmo y las 24 horas por lo que se puede obtener el valor numérico del

periodo restando el valor de la pendiente a 24 horas.

Calculo de los cambios de fase y la CRF.

Los actogramas son de gran utilidad para calcular cambios de fase. Para hacer esto se
procede en forma similar a lo descrito para el calculo del periodo. Se identifica una
fase de referencia, se marca en los dias sucesivos y se traza una recta de regresion
entre los puntos marcados. Esto se hace para los dias previos a la aplicacion del
estimulo cuyo efecto se esta estudiando y se repite en forma independiente para los
dias posteriores a la estimulacion. De esta forma tendrian que obtenerse dos rectas de
regresion paralelas entre si separadas por una cierta distancia en las abscisas. Esa
distancia (o mejor dicho lo que representan en tiempo) corresponde al cambio de fase
medido en tiempo (figura A.3). En general los retrasos de fase son inmediatos o sea
que se pueden observar al dia siguiente del tratamiento, pero los avances de fase
suelen demorar alrededor de cinco dias observandose una transicion gradual que se
conoce como “transiente”. Por este motivo es que en general se descartan los primeros
cinco dias luego del tratamiento para calcular los cambios de fase y esto suele hacerse

tanto para retrasos como para avances.
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Sabiendo como se calcula un cambio de fase es relativamente simple entender como
se construye una CRF. Lo que se hace es aplicar un determinado estimulo a distintos
horarios y determinar la magnitud del cambio de fase que ese estimulo causa a cada
horario. Por ejemplo podriamos tener unos 25 animales a los que se le esta registrando
la actividad locomotora en condiciones O:0, subdividirlos en 5 grupos y darles un
pulso de luz pero en un horario circadiano diferente a cada grupo. Esperamos
alrededor de 15 dias y analizamos el cambio de fase inducido en cada animal que
deberia ser diferente para cada grupo. Si los animales responden normalmente,
aquellos tratados a principios de la noche subjetiva deberian tener retrasos, los
tratados hacia el final de la noche subjetiva mostrarian avances y los que fueron
tratados durante el dia subjetivo no deberian mostrar cambios considerables en la fase.

Por supuesto, esto dependeria de la especie y cepa de animales que utilicemos.
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Transiente

Tiempo (horas)

Figura A.3. Medicion de cambios de fase en actogramas.

En el esquema se puede ver el actograma de un animal mantenido inicialmente en L:O y
pasado a O:O luego de un pulso de luz al final de la noche (simbolo amarillo). Luego de
5 dias de transiente (marcados en verde), el periodo se estabiliza y se puede medir una
cambio de fase marcado con la flecha bidireccional roja. Por convencion a los avances
(como el de este ejemplo) se les asignan valores positivos y a los retrasos valores
negativos. Se puede observar ademas como se trazan habitualmente las lineas de
regresion para marcar la fase de inicio de actividad (lineas punteadas rojas) utilizadas
también para estimar los periodos.

Graficando la magnitud del cambio de fase en funcion del horario estimulacion se
obtiene la CRF (figura A.4). La curva de respuesta de fase (CRF) es una caracteristica
propia de cada especie y/o cepa. En términos generales los animales con periodos
mayores a 24 horas tienen curvas de respuesta de fase en las que los avances son de
mayor magnitud que los retrasos mientras que los animales con periodos menores a
24 horas suelen tener mayores retrasos que avances. La CRF puede variar también
entre diferentes cepas como se puede observar por ejemplo en la figura 2.8., que
muestra las CRF para ratones BALB/C y C57BL/6J. Como se puede observar en la
figura, los retrasos son similares para ambos y de mayor magnitud que los avances.
Sin embargo la zona de avances es mas temprana en los BALB/C que en los

C57BL/6] y la diferencia entre el area bajo la curva en la zona de retrasos con
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respecto al area bajo la curva en la zona de avances es mayor en los BALB/C. La
diferencia en las areas bajo la curva es un parametro que se utiliza para definir y

comparar las formas de las CRF.

Avances

+4 -

+2 \t— Zona
muerta —»‘
0

o~
Cambio de fase (horas)

—a}l C

Retrasos |«———Dia subjetivo :J[f‘ Noche subjetiva___ 5

| 1 1

0 6 12 18 24
Tiempo circadiano (horas)

Figura A.4. Como se construye una curva de respuesta de fase.

Este esquema representa una forma de construir una PRC para un animal de habitos nocturnos. (A) Los
animales se mantienen en L:O hasta que se habitian a las condiciones de registro. Luego se los pasa a
0:0 ( dia -5, marcado con una flecha a la izquierda de los actogramas) y transcurridos 5 dias (dia 0), se
les administra un pulso de luz a distintos horarios (un solo horario para cada animal). En este caso los
animales estan representados por las letras a,b,c,d y e arriba de los actogramas y en cada actograma se
puede ver el horario de administracion representado por el cuadrado vacio. De acuerdo a este esquema
el animal a fue tratado durante el dia, b en la transicion entre dia y noche subjetivos, ¢ en las primeras
horas de la noche subjetiva, d en las tltimas horas de la noche subjetiva y e en la transicion entre noche
y dia subjetivos. (B) Al graficar la magnitud del cambio de fase inducido en cada uno de los animales
en funcion del momento de addministracion se obtiene la CRF. Los puntos marcados con las letras a,
b, ¢, d y e se corresponden con los animales denominados con las mismas letras. Notese que los
estimulos aplicados a principios de la noche subjetiva producen retrasos y aquellos aplicados al final
de la misma producen adelantos. Durante el dia subjetivo no se observan respuestas de cambio de fase
por lo que se conoce a esta parte de la curva como zona muerta.
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Apéndice A2.

Publicaciones vinculadas a este trabajo de tesis doctoral.
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Abreviaturas.

3V
ATP
Ade
AVP
CPi
CRF
CT-1
CT
Glu
GFAP
GFAPir
i.c.v.
IEGs
IFN
IGL
1L-1
i.p.
i.v.
LIF
LPS
Min
NF-kB

NPV
NSQ
NTS
OSM
ox
PVT
SNC
TNF
TNFR
TRH
ZT

Tercer ventriculo

Adenosina trifosfato

Adenosina

Arginina vasopresina

Corteza piriforme

Curva de respuesta de fase
Cardiotrofina 1

Tiempo circadiano

Glutamato

Proteina fibrilar acida de glia
Inmunoreactividad de la proteina fibrilar acida de glia
Intra cerebro ventricular

Genes de expresion inmediato temprana
Interferon

Hojuela intergeniculada lateral
Interleuquina 1

Intra peritoneal

Intra venosa

Factor inhibitorio de leucemia
Lipopolisacérido

Minutos

Factor nuclear de transcripcion de la cadena liviana k de inmunoglobulinas
de linfocitos B.

Nucleos paraventriculares hipotaldmicos
Nucleos supraquiasmaticos

Nucleos del tracto solitario

Oncostatina M

Quiasma 6ptico

Nucleos paraventriculares talamicos
Sistema nervioso central

Factor de necrosis tumoral

Receptor del factor de necrosis tumoral
Tracto retino hipotalamico

Tiempo externo o de zeitgeber
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