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INTRODUCCION

Empecé a estudiar la carrera de Biologia en la
Universidad de Murcia con la idea de dedicarme a la docencia
una vez que acabase. En mi mente no se habia cruzado el
mundo de la Ciencia aun. De hecho, ser investigadora me
parecia algo bastante alejado e inaccesible. Fue durante el
tercer afo de licenciatura cuando una asignatura cambid el
futuro que hasta entonces tenia en mente. Fisiologia Animal
fue la encargada de despertar mi interés por la investigacion.
Recuerdo cuando el profesor Juan Antonio Madrid, quien mas
tarde fue mi director de Tesis junto con la Dra. Angeles Rol,
nos habld del concepto de homeostasis como pilar basico de
la fisiologia. Sin embargo, también afiadid, que esta
homeostasis habia que entenderla como una estabilidad
sujeta a cambios periddicos o recurrentes a lo largo de
tiempo.

MECANISMOS DE REGULACION

Ritmos Bioldgicos

Figura 1. Concepio de homeostasis en el contexto de los ritmos bioldgicos.
Diapositiva utilizada por el profesor Juan Antonio Madrid durante la clase de
Fisiologia Animal del curso académico 2003-2004 y que me inspiré a
dedicarme al campo de la Cronobiologia.

Y asi fue como descubri la existencia de los ritmos
bioldgicos. Es increible como aquella gréfica (Figura 1) marcé
mi rumbo profesional hacia un nuevo mundo gobernado por
el factor tiempo, el mundo de la Cronobiologia. Se trata de
una ciencia joven, que si bien en los Ultimos afios ha
experimentado un gran impacto en la sociedad, aun es una

gran desconocida dentro del circulo académico. Sin embargo,
tan pronto uno escucha hablar de Cronobiologia, y de la
existencia de los ritmos bioldgicos, se da cuenta de que esos
ritmos estan presentes alla donde se mire.

Decidi entonces entrar como alumna interna en el
Departamento de Fisiologia y conocer mas de cerca aquella
ciencia totalmente desconocida para mi. Durante los tres
afios que estuve de alumna interna tuve claro que queria
dedicarme a la investigacion y que, hiciera lo que hiciera, el
concepto tiempo y el como “las cosas” varian a lo largo del
dia, y se repiten dia tras dia, siempre viajarian conmigo. Ese
viaje me llevd a desarrollar la Tesis Doctoral en el
departamento de Fisiologia, gracias a una beca FPU del
Ministerio de Educacion y Ciencia, y después a mudarme
como investigadora posdoctoral, gracias a la Fundacion
Séneca, a la Faculty of Life Sciences de la Universidad de
Manchester, ciudad que alberga una de las comunidades
cientificas mas importantes de Europa en el campo de los
ritmos biolégicos y la Cronobiologia (Figura 2).
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Figura 2. Understanding the rhythm of life. Fotografia de la fachada de uno
de los edificios de la Faculty of Life Sciences de la University of Manchester en
la que se resalta la importancia de la gran comunidad cientifica en el campo
de los ritmos bioldgicos que hay en esta facultad.

Asi, el doctorado me descubri6 el mundo de la
Cronobiologia y me dio alas, mientras que la etapa
posdoctoral me estd permitiendo volar y crecer, desarrollar
nuevas ideas y darme cuenta de que la ciencia, al igual que la
mente, no tiene limites.
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¢ QUE SON LOS RELOJES BIOLOGICOS?

Si le preguntamos a una persona por qué lleva reloj, lo
mas probable es que nos responda que le es util para saber
qué hora es y no llegar tarde a sus citas. Dicho de otra
manera, el reloj le sirve para anticipar sus actividades y estar
en el lugar apropiado en el momento adecuado para sus
intereses. Millones de afios antes de la invencién de los
relojes artificiales, los seres vivos comenzaron a desarrollar
mecanismos capaces de medir el paso del tiempo,
fundamentalmente a escala diaria, mareal, lunar y anual.
Pero, ¢para qué le sirve a un animal disponer de relojes?
Desde el punto de vista evolutivo debemos tener en cuenta
que cualquier forma de vida en la tierra ha estado sometida,
directa o indirectamente, a cambios ciclicos ambientales de
diferente periodo. De hecho, desde la aparicion de la vida, la
tierra ha girado sobre su eje aproximadamente unas 13x10"
veces llevando consigo cambios diarios de exposicion al sol
(alternancia del ciclo luz/oscuridad) y las consiguientes
variaciones de temperatura, disponibilidad de alimento, etc.
La existencia de relojes bioldgicos en los organismos supone
una ventaja adaptativa ya que les permite anticiparse a estos
cambios periddicos y por lo tanto previsibles del ambiente.
Asi, es muy importante poder anticiparse a la llegada de las
estaciones, programar la reproduccién para que las crias
nazcan en el momento con mayor probabilidad de sobrevivir,
llegar a la madriguera antes de que el lobo salga de caza,
controlar el ciclo celular para que las células se dividan en los
momentos de minima exposicion a la radiacion solar
ultravioleta y reducir asi la probabilidad de que ocurran
mutaciones, etc.

Una de las primeras observaciones en el campo de la
Cronobiologia fue el hecho de que estos ritmos no son el
resultado de una respuesta pasiva/reactiva ante un ambiente
ciclico, sino que tenian un origen enddgeno o interno. Asi por
ejemplo, el movimiento de apertura y cierre de las hojas de
algunas plantas cada 24 horas sigue manteniéndose incluso si
las colocamos en una caja en oscuridad durante varios dias.
Por tanto, los ritmos bioldgicos en ausencia de sefiales
temporales externas, no desaparecen, sino que persisten.

El sistema o reloj que se encarga en nuestro organismo
de generar y coordinar los ritmos de~24h o ritmos circadianos
(del latin circa-, cerca de, y diem-, dia) se conoce como
sistema circadiano. La estructura basica de este sistema esta
integrada por un marcapasos o reloj central que oscila de
manera auténoma pero que ha de ponerse en hora cada dia
sincronizandose a las sefiales periddicas del ambiente (ej. luz,
horarios de alimentacidn). Es como si este reloj bioldgico no
fuera de cuarzo sino mas bien de cuerda, y en el caso de los
humanos tendiera a retrasar unos minutos cada dia si no es
puesto en hora. En mamiferos este marcapasos o reloj central

se ubica en una region del cerebro conocida como nucleo
supraquiasmatico (NSQ) que en mamiferos cuenta con unas
20.000 neuronas. Una vez que la actividad eléctrica de éstas
ha sido sincronizada (puesta en hora), el NSQ comunica la
sefial temporal de “qué hora es” al resto del cerebro y del
organismo. Una de las manecillas del reloj, que informa al
organismo sobre la hora, es la hormona melatonina. Esta
hormona se produce durante la noche, con independencia de
si los organismos son diurnos (cuando su periodo de actividad
ocurre durante las horas de luz) o nocturnos (cuando realizan
su actividad durante la noche). Esto ha llevado a que en
ocasiones se la denomine “la oscuridad quimica". Sin
embargo, las funciones de esta hormona van mas alld de
informar al organismo de la llegada de la noche ya que
ademas se ha descrito como un potente agente antioxidante,
neuroprotector, oncostatico y modulador del sistema
inmune. Un hecho de gran importancia es que la produccién
de melatonina se puede inhibir por la exposicion a luz
durante la noche.
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Figura 3. Organizacion del sistema circadiano. La estructura basica consta de
un marcapasos central localizado en el Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) y una
serie de osciladores periféricos, las vias de entrada que ponen en hora el
reloj, y las vias de salida que informan al resto del organismo sobre la hora
que es. Para mas informacion véase el texto. (Modificado de Garaulet y
Madrid, 2009).

La maquinaria molecular que subyace a la generacién de
los ritmos circadianos se basa en bucles de retroalimentacion
positivos y negativos, y su funcionamiento se traduce en un
perfil de expresidn ritmico de distintos genes que se va
repitiendo dia tras dia. Recientemente, se ha descrito que la
expresion de estos genes reloj no solo ocurre en el
marcapasos central sino que también se expresan en
diferentes areas cerebrales (ej. hipocampo, implicado en los
procesos de aprendizaje y memoria) y en multiples tejidos
periféricos (como higado, pulmdn...). Estas regiones, a pesar
de ser capaces de oscilar de manera auténoma, reciben
informacién sobre la hora que es desde el marcapasos
central. De esta manera, se consigue una sincronizacion
interna de todo el sistema estableciéndose un orden
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temporal entre los ritmos circadianos manifiestos. Entre estos
ritmos tenemos, por ejemplo, el ritmo de actividad y reposo,
el ritmo de temperatura corporal, el ciclo suefio-vigilia, ritmos
hormonales, etc. (Figura 3).

IMPORTANCIA DEL ORDEN TEMPORAL INTERNO

No solamente es importante que la mayoria de las
variables sigan ritmos circadianos sino que ademas, estos
ritmos han de estar coordinados entre si. Podriamos pues
pensar en nuestro organismo como una orquesta en la que
cada uno de esos ritmos seria un musico y en la que todos
ellos han de tocar en el momento correcto, todos ellos han de
estar coordinados entre si, para que suene una maravillosa
quinta sinfonia de Beethoven.

Si reflexionamos acerca de la sociedad moderna en la
que vivimos, nos daremos cuenta de que se trata de una
sociedad de 24h que tiende a la constancia ambiental, en la
que el ciclo natural de luz-oscuridad se estd viendo alterado
por el abuso de la luz artificial durante la noche. En estas
sociedades 24h, la contaminacién luminica, los horarios de
ocio, el trabajo a turnos, y los viajes transmeridianos generan
un desajuste en la organizacién temporal de los ritmos vy
relojes bioldgicos conocido como cronodisrupcion (CD), que
compromete seriamente la salud y el bienestar del
organismo. Si volvemos al simil de la orquesta que estaba
tocando esa maravillosa sinfonia de Beethoven, lo que ocurre
en situaciones de alteracion del orden temporal interno es
que cada musico empieza a tocar cuando no le corresponde y
esa musica se convierte en ruido. Ese ruido que aparece en la
armonia de nuestro sistema circadiano es lo que se conoce
como CD.

La CD se ha asociado con una mayor incidencia de
distintas patologias que se estdn convirtiendo en un gran
problema de salud publica. Entre ellas tenemos: obesidad y
sindrome metabdlico, déficits cognitivos y afectivos,
envejecimiento prematuro, enfermedades cardiovasculares,
determinados tipos de cancer y anormalidades reproductivas.
La historia se complica si ademas tenemos en cuenta que la
relacion entre CD y estas patologias es bidireccional, de
manera que el desarrollo de estas patologias puede a su vez
alterar el funcionamiento del sistema circadiano.

Para poder prevenir y combatir las distintas patologias
asociadas con la CD es necesario que se profundice en el
conocimiento de los mecanismos bdasicos que subyacen el
funcionamiento del sistema circadiano y que entendamos
como  distintas  situaciones pueden alterar este
funcionamiento. Estos objetivos eran y siguen siendo uno de
los mayores retos dentro del campo de la Cronobiologia.

Durante el doctorado y ahora durante mi etapa
posdoctoral estoy intentando aportar mi granito de arena a
este conocimiento.

CAMINO HACIA EL DOCTORADO

A lo largo de mi etapa predoctoral tuve la suerte de
trabajar con distintos modelos animales y disefios
experimentales para estudiar las consecuencias y algunos de
los mecanismos subyacentes a la CD.

Gran parte de la tesis la llevé a cabo investigando sobre
el funcionamiento del sistema circadiano del Octodon degus.
Este roedor, originario de Chile, constituye un modelo animal
muy interesante desde el punto de vista cronobioldgico. Sin
embargo, pocos laboratorios en el mundo, aparte del grupo
de Cronobiologia de Murcia, disponen de una colonia de esta
especie como modelo animal de investigacion.

éQué hace al O. degus tan interesante? Las especies
comunmente utilizadas en estudios cronobiolégicos son
modelos animales nocturnos como la rata o el ratéon. Sin
embargo, el degu, al igual que el ser humano, es
principalmente una especie diurna. Asi pues, su estudio
puede contribuir a una mejor comprension de como funciona
el sistema circadiano en los humanos. Curiosamente, el degu
ademads tiene la capacidad de invertir sus patrones de
actividad (diurno a nocturno) bajo determinadas condiciones.
Esto constituye una oportunidad Unica para estudiar la
posible disrupcion del sistema circadiano asociada a estar
activo durante la fase normal de descanso (noche) (Figura 4).
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Figura 4. Octodon degus como modelo animal de experimentacion en el
campo de la Cronobiologia. (A) Fotografia de un degu adulto en el laboratorio
de Cronobiologia de la Universidad de Murcia. Ritmo de actividad en rueda
de un degu diurno (B) y de uno nocturno (C). En estas graficas conocidas
como actogramas se representan los valores de actividad (mediante rayas
negras) a lo largo de los distintos dias (eje de ordenadas) frente a las horas
del dia (eje de abscisas). (Modificado de Otalora et al., 2010). La capacidad
que tiene el degu de invertir su patron de actividad del dia a la noche
constituye una oportunidad Unica para estudiar las posibles alteraciones del
sistema circadiano que ocurren en los trabajadores a turnos nocturnos (D).
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Los experimentos realizados durante la Tesis nos
permitieron demonstrar que el O. degus constituye un
modelo excelente para estudiar la CD ya que esa capacidad
de desplazar su actividad del dia a la noche no implica que
todos sus ritmos (ej. bioquimicos, hematoldgicos y de
expresion de genes reloj) inviertan en paralelo. Asi pues, esta
especie muestra una disrupcion “espontdnea” de su
organizacion temporal interna cuando invierte su fase de
actividad constituyendo una oportunidad Unica para estudiar
los problemas de salud asociados a los trabajadores
nocturnos. En este mismo sentido, en la Tesis propusimos un
nuevo protocolo experimental para generar CD, basado en la
simulacion de las condiciones de iluminacion a las que se ven
expuestos los trabajadores con turnos rotatorios. Ademas del
0. degus, los otros modelos animales que utilizamos en la
Tesis resultaron especialmente utiles para estudiar patologias
concretas relacionadas con la CD tales como la degeneracidn
de la retina, la enfermedad de Alzheimer y el cancer
(melanoma). En el caso del desarrollo de melanoma, cabe
resaltar que la malignidad del tumor y la disrupcion de los
ritmos se vieron agravadas por la exposicidn a luz continua.
Estos resultados ponen de manifiesto que los efectos de la
contaminacién luminica no solamente pueden ocurrir a nivel
ecoldgico sino también a nivel de la salud y el bienestar del
organismo. Finalmente, en la Tesis demostramos que el
tratamiento con melatonina (esa hormona que produce
nuestro cuerpo cuando llega la noche y que se inhibe por la
exposicion a luz) contribuye a mejorar los ritmos bioldgicos
en los modelos de cronodisrupcién analizados, pero siempre
y cuando se administre en el momento apropiado. Los
resultados obtenidos representan un avance significativo en
el campo de la Cronobiologia basica y aplicada y de las
Ciencias de la Salud.

(A) ~‘.\ ()
A\\ 40000
* \ 30000 ‘."‘ "‘.‘
& ' 2 20000 gl

o
=
& I
3 (.
2 L & 10000 i f
) | J \
S | \ /
H 0 f \ T T Y
] | \ | \ / \
E 10000 I‘ [ ! \ /
5 [ Nt A
§ -20000 |
L |
-30000 |
40000 !

Tiempo (h)

Figura 5. Ritmo circadiano de expresion de PER2::LUC en el reloj central
(Nucleo Supraquiasmatico, NSQ). (A) Diagrama del cerebro de ratén
indicando la ubicacion anatémica del NSQ (Modificado de Belle, 2015, J
Neuroendocrinol). (B) Microfotografia de un cultivo de NSQ establecido para
registrar la expresion del gen reloj Per2. (C) La actividad del gen reloj Per2 se
puede monitorizar en cultivos de tejidos obtenidos a partir de ratones
transgénicos (PER2::LUC) gracias a la presencia del gen chivato de la
luciferasa. Esta grafica representa la sefial de bioluminiscencia registrada de
manera continua durante 3 dias en un cultivo de NSQ.

El doctorado, asi como las distintas colaboraciones en
otros proyectos, me permitieron formarme en el manejo de
sistemas de registro de distintos ritmos circadianos, la
utilizacion de programas informaticos especializados para el
analisis de series temporales, programas de andlisis
estadistico, asi como técnicas de inmunohistoquimica vy
biologia molecular. Ademas a lo largo del desarrollo de la
Tesis Doctoral, amplié mi formacién con dos estancias en
laboratorios extranjeros de gran prestigio internacional en el
campo de la Cronobiologia, como son el laboratorio del Prof.
Hugh Piggins (Faculty of Life Sciences, University of
Manchester, Reino Unido) y el de la Prof. Theresa Lee
(Deparment of Psychology, University of Michigan, Estados
Unidos). Estas estancias fueron muy enriquecedoras a nivel
personal y académico ya que me hicieron ver mi trabajo
desde distintas perspectivas. En el caso de Estados Unidos
SUpUsO una gran experiencia ya que tuve la suerte de trabajar
en uno de los mejores grupos de investigacion con el degu y
compartir mi pasidon por esta especie animal con otros
investigadores. En el caso de Manchester, me permitid
conocer de cerca el laboratorio y la investigacién que se
llevaba a cabo en él, lo que me llevd posteriormente a
decidirme por este grupo para seguir mi formacién
posdoctoral.

La tesis supuso para mi un viaje increible, lleno de
ciencia y de companerismo, de esfuerzo y de aprendizaje. Y
esos recuerdos siempre viajan conmigo en cada paso que
doy.

ETAPA POSDOCTORAL

Las competencias adquiridas a lo largo de la Tesis
Doctoral se centraron en el registro y el analisis de ritmos
circadianos fisiolégicos y de comportamiento animal,
mientras que la formacion en el estudio de los mecanismos
centrales a estos procesos habia sido mas reducida. Tenia
claro pues, que durante mi etapa posdoctoral queria seguir
investigando en el campo de los ritmos bioldgicos, pero
enfocando su estudio desde el campo de la neurofisiologia y
la biologia molecular y celular. Empezé en aquel momento el
duro trabajo de conseguir financiacién para seguir haciendo
lo que me gustaba: investigar. El panorama de la investigacién
en Espafia no era muy alentador, la reducciéon en la
financiacion de la 1+D+i estaba ya afectando a todos los
niveles de la carrera investigadora, desde los estudiantes
predoctorales, pasando por los investigadores posdoctorales
hasta llegar incluso a los investigadores consolidados. Aun asi,
esto no me detuvo y empecé a desarrollar una propuesta
para irme a trabajar al laboratorio del Prof. Hugh Piggins en
Manchester. Desde que hice la estancia durante el doctorado
en Manchester tenia claro que me encantaria volver, el
ambiente cientifico y la ciudad me ofrecian todo lo que
necesitaba. Este laboratorio contaba con todos los modelos
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animales y metodologias necesarias para llevar a cabo el
estudio de los ritmos biolégicos desde una perspectiva
innovadora integrando los niveles molecular, celular, tisular,
hasta el organismo completo incluyendo muchas tecnologias
aun no disponibles en Murcia. Un afio tras acabar la tesis,
tuve la suerte de conseguir una beca de formacion
posdoctoral de la Fundacion Séneca para investigar en
Manchester. El proyecto que estoy llevando a cabo pretende
profundizar en el conocimiento de los mecanismos bdsicos
que controlan los ritmos diarios del sistema de “recompensa”
y de cdmo su disrupcién puede alterar las respuestas de
motivacion y recompensa y contribuir a la fisiopatologia de
los trastornos neuropsiquiatricos y del estado de animo (ej.
esquizofrenia y depresion) y al desarrollo de determinadas
adicciones. A lo largo de este tiempo en Manchester mi
proceso de aprendizaje ha sido exponencial, he adquirido
formacion y una gran experiencia en técnicas de registro de
bioluminiscencia en cultivos de distintos tejidos para poder
analizar la expresion de genes reloj durante varios dias (figura
5), ademas de técnicas de electrofisiologia (figura 6).

Figura 6. Fotografia del equipo que utilizamos en el laboratorio de
electrofisiologia (Faculty of Life Sciences, Universidad de Manchester) para
llevar a cabo el registro de la actividad eléctrica neuronal in vitro.

Con estas metodologias somos capaces de “mirar” y
registrar el comportamiento de multiples neuronas
generando una inmensa cantidad de datos que
posteriormente nos serviran para el desarrollo de modelos
matematicos que nos ayuden a entender el funcionamiento
de los procesos biolégicos implicados. Los resultados de este
proyecto presentan pues un gran interés cientifico en el
campo de los ritmos bioldgicos y la psiquiatria bioldgica ya
gue supondran un avance en el conocimiento de la influencia
circadiana en los procesos de recompensa.

PERSPECTIVAS DE FUTURO

Mucho ha llovido, quizd no en Murcia, pero si en
Manchester, desde que llegué por primera vez a la Facultad
de Biologia de la Universidad de Murcia. Aquella llegada no
solo me abrid las puertas a una educacidn publica sino que
también abrié mi mente y me permitié descubrir en la
investigacion una filosofia de vida. Aunque el futuro de los

investigadores es bastante incierto, el tiempo siempre sera
nuestro compafiero de viaje.
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