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PROLOGO. -

La capacidad gque tienen los seres vivos de presentar cam-
bios periddicos tanto en su actividad "espontinea" como en -
la pfovocada por estimulos conocidos, es un tema gue ha sido
muy estudiado en los filtimos veinte afios. Los acociles en par
ticular, han sido objeto de estudios minuciosos desde el pun-
to de vista circadico debido, probablemente, a la relativa fa

cilidad con la que se puede hacer en ellos registros a largo

plazo.

Por otra parte, se sabe que los artrépodos y algunos mo-
luscos.detectan la polarizacidén de la luz, hecho que se ha -
interpretado como un importante mecanismo Qe adaptacién al -
medio ambiental relacionado sobre todo coﬁ'la posibilidad de
orientacidn de estas especies.

Con el objeto de conocer si la deteccidn de la luz polari-
zada en el acocil sigue un patrdn de actividad de cardcter —-
circ8dico, se elabord el siguiente trabajo de tesis.

En la primera parte, se incluye una revisidn de los aspec-
tos fundamentales de la organizacidn del sistema visual de --
los artrdpodos; se presentan despu@s los posibles mecanismos
de deteccidn de la luz polarizada vpara referirnos, finalmen-
te a los aspectos mds relevantes relativos a la organizacidn
de los sistemas circadicos antes de presentar con detalie el

plan experimental que se siguid durante el desarrollo de este

"trabajo.
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INTRODUCCION. —

I.- Organizacidn anatomo-funcional del ojo compuesto.

La organizacidn del ojo compuesto del acocil es comparable
en sus aspectos bdsicos a la que se encuentra en cualquier --
crustdceo decdpodo (Prosser y Brown, 1961; Horridge y Bullock,
1965). Los primeros estudios que se conocen sobre esta organi-
zacibén son los hechos por Parker desde fines del siglo pasado
(Parker, 1891, 1895, 1897) los que permitieron conocer de ma-
nera bastante aproximada los distintos tipos celulares y su -
arreglo dentro de la unidad funcional del ojo.compuesto cono-
cida como omatidia. Una omatidia estd formada por un sistema
conductor de la luz, un sistema transductepr de la senal lumi-
nosa en senal eléctrica y un sistema regulador de la intensi-
dad de luz que debe llegar hasta los elementos fotosensibles.
El sistema conductor de la luz, lo integran las ‘siguientes -
estructuras: la lente corneal cuya superficie externa forma
la faceta visible desde el exterior; bajo esta porcidn de la
cbrnea hay dos células cornedgenas secretoras de origen epi-
dérmico; mds abajo hay cuatro células que producen una es-
tructura semejante a una lente 1llamada cono cristalino, cu-
yo vértice descansa en las células fotorreceptoras; la unidn
entre el cono cristalino y las células fotorreceptoras se lle
va a cabo mediante un filamento largo llamado tallo del cono

cristalino.
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La porcibn transductora del ojo compuesto la forman las
células fotorrecebtoras las que se arreglan alrecdedor del eje
longitudinal de la omatidia. Se sabe que en el acocil hay 6
1 células fotorreceptoras; lo que significa que seis de ellas
han sido asociadas.con la captacibén de la energia luminosa --
mientras que la séptima parece determinar la visién en colo--
res y la deteccidn de la luz polarizada (Waterman y Horch,
1966). El cohjunto de células fotorreceptoras forman la reti-
nula; una parte esencial de la misma es el rabdomo, estructu-
ra que se forma de la unidén de las porciones de las cé&lulas -
retinulares llamadas rabdbémeros y que se caracterizan por --
contener el arreglo molecular indispensable para la captacién
de la energia luminosa. A

Por lo que respecta al sistema regulador de la cantidad de
luz que llega al rabdomo, debe decirse gue lo integraﬁ distin
"tos tipos celulares que forman el sistema de pigmentos acceso
rios: células del pigmento distal, c&lulas del pigmento proxi
mal y cé&lulas del pigmento reflector. Hasta ahora no se conocen
con precisifn, los mecanismos de operacidén de cada uno de es-
tos tipos celulares, sdlo se sabe que dependiendo de la canti
dad de luz incidente sobre los fotorreceptores se inicia, por
via refleja, una respuesta hormonal que culmina con la migra-
cidén de los pigmentos contenidos en las células distalegs y --
proximales desde la posicidn polar en la que se encontraban -

inicialmente y que pefmite que la luz entre a.las cé&lulas re-
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tinulares por cualquier zona del cristalino, hasta la porcién
central de la omatidia, lo que significa que el cristalino -
quede practicamente blindado a la luz por todas partes excep-
to por el eje principal del mismo. Durante esta migracién de
los pigmentos proximal y distal, al estado de adaptacidn a la
obscuridad, el pigmento reflector que estd formado por crista
les de pteridinas y guaninas que reflejan la luz, queda cu--
bierto por el pigmento accesorio proximal que migrd desde la
zona de la membrana basal hasta quedar por encima del pigmen-
to reflector. Este sistema opera, entonces, dé manera semejan
te a la pupila del vertebrado, por lo que el &rea de refle--
xi6n de la luz que se detecta en las facetas superficiales --
del djo compuesto, recibe el nombre de "pseudopupila" y se -
usa como un indice del estado de adaptacidén a la luz o a la

oscuridad del ojo compuesto.

Estructura fina del rabdomo.-

El rabdomo del ojo del acocil es fusiforme y esté integra-
do por capas que se altérnan de elementos aplanados. Estas -
capas estén integradas por 3 & 4 sectores cada uﬂo formado --
por una de las siete células retinulares. Una de estas célu-
las es mds grande que las demds y ocupa la totalidad de un -
lado de los cuatro que tiene el rabdomo; un par de células -

mids pequenas ocupa cada uno de los otros tres lados.
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Los elementos que forman el rabdomo en placas alternadas
provienen de células localizadas sobre los lados opuestos --
del rabdomo. Si las placas del rabdomo se numeran en orden --
ascendente empezando por la uno gue corresponde a la mayor, -
las placas nones son parte de las células 1, 4 y 5 mientras
qgue las placas pares, comprenden parte de las cé&lulas 2, 3,
6 y 7. En otras palabras, la célula 1 forma en las placas no-
nes la mitad del rabdomo, y todas las demds cé&lulas contribu-
ven s6lo con un cuarto del rabdomo. Desde el siglo XIX se sa-
be que los rabdomos tienen apariencia estriada y estén forma-
dos de fibras paralelas que se extienden desde las células re
tinulares hasta el eje de la omatidia gquedando perpendicula--
res a este eje. La microscopia electrdnica-ha demostrado que
estas fibras estan formadas por microvellééidades, arregladas
en forma estrecha y paralela de diédmetro entre 500 y 1000 R,
las vellosidades son estructuras membranosas continuas con -
las lipoproteinas de la membrana plasmdtica de las células
retinulares respectivas. En todos los decdpodos estudiados
(Waterman y Horch, 1966) estas vellosidades forman un siste-
ma donde unas estln orientadas a 90° con respecto a las - -

otras.

Funcionamiento del ojo compuesto del acocil.-

Afin cuando hay muchas etapas en el proceso de la excita--

cién visual en el ojo compuesto del acocil, hay algunos as--
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pectos que se han dilucidado con relativa claridad y que son
los que describimos a continuacidn muy brevemcnte.

Optica de la omatidia.- Desde los trabajos de Exner en - -

1897 que fueron resumidos en 1939 por Wigglesworth, no se ha
avanzado mucho m&s en el conocimiento del sistemda dptico del
ojo compuesto de los artrdpodos, habiéndose tenido muchas di-
ficultades en este estudio debido a la composicidn gelatinosa
o semifluida ‘de estructuras: importantes del sistema didptrico.
Por lo que respecta al ojo del acocil se sabe, que estruc-
turalmente corresponde a un ojo en el que hay supervosicidén -
de imdgenes, lo que se logra mediante la gran longitud del --
tallo del cono cristalino caracteristico de la especie. Por -
otra parte, también se ha propuesto que, Qgemés, este ojo po-
dria actuar tanto por superposicidn como por aposicidén, depen
diendo de que esté adaptado a la oscuridad o a la luz, respec-—
tivamente. No puede pasarse por alto sin embargo, que este Q1
timo punto de vista, ha sido rechazado por los experimentos
de Shaw en 1969, pues este autor demostrdé que durante el esta
a
do de completa adaptacidn a la luz mids de la mitad de la luz
captada pasa a las células vecinas, lo gue significa que el -
ojo no opera pd® aposicidn en ninglin momento (Shaw, 1969).
Para que el ojo compuesto del acocil actfie como un S;Etema
por superposicidn, los indices de refraccidn de todos los ele-
mentos que lo constituyen deben tener efectos dpticos minimos.

Desgraciadamente no se conocen los indices de refraccidén de -
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estos elementos,

Actividad de los fotorreceptores.- El estudio de los fotorre

éeptores visuales del -acocil se ha enfocado principalmente ha
cia la comprensidn de los cambios eléctricos que se suceden -
como resultado de la llegada de un e;timulo luminoso. Regis--
tros extra e intracelulares han puesto de manifiesto que al
llegar la luz a una regidn fotosensible, probablemente el --
rabdomo, prdvoca un cambio en la conductancia de la membrana
de la cé&lula retinular como consecuencia de algGn proceso fo-
toquimico.

Por medio de registros extracelﬁlares, Naka y Kuwabara --
(1959), encontraron gque se pueden detectar dos componentes -

en la respuesta el&ctrica a la luz del ojo compuesto del aco-

cil; un potencial positivo semejante a una espiga, seguido de

un potencial negativo mds lento. Estos componentes se desig-—~
naronr como H I y H II, respectivamente; la componente H I se
origina muy probablemente en el raﬁdomo, mientras la H II se
debe a cambios en el resto dé la célula retinular. Evidente--
mente estas componentes reflejan los cambios que se dan en-un
gran nimero de fotorreceptores cercanos al sitio de llegada -
del electrodo.

Por otra parte, los datos obtenidos de registros intrace-
lulares de las células retinulares de diferentes especies de
artrépodos (Naka, 1961; Burkhardt y Autrum, 1960) permiten -

concluir que en la respuesta eléctrica a la luz de estas es-
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tructuras hay dos componentes de la misma polaridad, una de -
gran velocidad y otra que se mantiene lo que dure el estimulo,
gue se conocen como fase dindmica y fase estatica, respectiva-
mente. Washizu, en 1964, didé como posible explicacién a esta

respuesta cualquiera de estas dos opciones alternativas: a) --

las dos fases son inducidas en la misma membrana por el mismo

mecanismo o b) siendo la zona del rabdémero no homogénea, dos
porciones diferentes de la célula retinular generan cada una
de ellas cada componente de la respuesta eléctrica del fotorre-
ceptor.

Un posible acoplamiento entre las dos fases de la respuesta
eléctrica asi como la reduccién de la resistencia de la membra-
na durante la iluminacidn fueron asimismq propuestas por este -
mismo autor. Finalmente habria que ahadir gue tanto por regié-
tros eléctricos como a partir de la observacidn de los cambios
estructurales hecha mediante técnicas de microscopia 6ptica o
electrdnica, se ha podido establecer con claridad el efecto que
tiene en estos animales el haber sido sometidos a condiciones
de luz u oscuridad por tiempos prolongados (Glantz, 1968; Eguchi
y Waterman, 1967; Fuentes Pardo y Garcia, 1979). De estos estu-
dios se concluve que periodos de oscuridad del qrden de semanas,
sensibilizan extraordinariamente la actividad eléctrica de los
fotorreceptores alin cuando pueden también provocan modificacio-
nes estructurales importantes. Inversamente, la iluminacidn pre-
via provoca una reduccidn de la sensibilidad a la luz gque se ma-
nifiesta, entre otros aspectos, por el hecho de que los fotorre-

ceptores se apartan de la ley de Weber.
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Funcionamiento de los pigmentos accesorios.-

El mecanismo que permite que los pigmentos retinianos acce-—
sorios desempenen el papel protector del éxceso de luz hacia -
el rabdomo no se conocen con precisidn. Ha habido controversia
sobre si el movimiento de los pigmentos se da dircctamente co-
mo respuesta a la luz o la oscuridad, o si los cambios que se
observan corresponden a una accidn refleja. De hecho, gran nQ-
mero de estﬁaios muy antiguos algunos de ellos como los de Par
ker en 1895, Bennitt en 1932 y Welsh en 1941, pusieron de mani
fiesto la posibilidad de que mientras el pigmento retiniano
proximal se comporta como un efector independiente, el pigmen-
to retiniano distal lo haga como el efector de un sistema neu-
roendoqrino. En este sentido, los trabajos de Kleinholz en - -
1934, 1949 y 1966 pusieron de manifiesto gue el pigmento dis-
tal se mueve hacia laposicidn de adaptacidn a la luz -como re-
sultado de la accidn de extractos obtenidos de la glé&ndula si-
nusal, de donde mé&s tarde, el autor purificd la llamada hormo-
na de adaptacién a la luz (HAL). Efectos comparables por lo =--
menos desde el punto de vista cualitativo, se han obtenido de
la aplicacidn de extractos de ganglio cerebroide, comisuras -
esofdgicas, cadena ganglionar, y en general, de cualquier por-
cidn del sistema nervioso.

También se ha propuesto una hormona para la adaptacidén a la
oscuridad pero hasta ahora no hay comprobacidn de este dato.

Por lo que respecta al pigmento proximal el problema es alin

———— g ——— ' et e s
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mads oscuro. Los extractos de distintas porciones de sistema
nervioso son ineficaces para provocar movilidad de pigmento

en cualquier direccidn segiin algunos ‘autores (Kleinholz, 1934),
aunque segin otros s6lo es un problema de dosis; pues con ex-
tractos obtenidos de dos tallos oculares, el pigmento presentd
una respuesta hacia la posicidn de adaptacidén a la luz (Welsh,
1939).

También se ha propuesto la posibilidad de un control ner-
vioso sobre los pigmentos accesorios aunque hasta ahora no --
hay suficientes datos para aceptar o rechazar esta posibili--
dad.

Por lo que se refiere al pigmento reflector, en el acocil
no hay cambios que se asocien con el estado de adaptacidn a

\
la luz o la oscuridad, por lo que los datos referentes a 1la
accibn de los extractos de gldndula sinusal sobre la adapta-
cibén a la luz de estos pigmentos obtenidos con otras espe---

cies, no pueden aplicarse al acocil.

II.- Deteccidn de la luz polarizada

Desde los trabajos de Von Frisch (1948, 1949, 1950), --
(citados por Moody y Parriss, 1961), muchos otros autores han
estudiado la capacidad que poseen los artrépodog para orien--
tarse con respecto al sol afin cuando este no se vea. La luz
estd polarizada en el cielo en relacidn con la posicidn del
sol y se ha encontrado que los artrdpodos y algunos moluscos

(Moody y Parriss, 1961), tienen la capacidad de detectar di-

et d e WM S ot A e 4 e



dvan > o e aa b

.

et oo ——. o s Fwe g e i

we o —— AN ) e e———-

ferencias en el plano del vector eléctrico (vector ) de la
luz polarizada que entra al ojo. Se han hecho medidas de la
birrefringencia, es decir de la capacidad de las sustancias
para absorber luz polarizada de distintos planos, en el ojo
del acocil y se ha encontrado que la midxima absorcifn se pre-
senta cuando el planc del vector eléctrico de la luz es para-
lelo al eje longitudinal de las microvellosidades qgue forman
el rabddmero de la cé&lula retinular. Los rabddmeros de las
siete c&lulas retinulares se interdigitan y forman dos gru--
pos. Las microvellosidades de cada grupo estdn orientadas a
90° uno con respecto al otro. La luz polarizada, con su vec-
tor eléctrico paralelo a las microvellosidades de un gruvo -
de receptores, se absorbe con 100% mayor eficiencia pvara este
\

grupo gue para las cé&lulas del otro grupo: Si consideramos
gue las moléculas del fotopigmento estin orientadas sisteméa-
ticamente en las microvellosidades y gue absorben luz prefe-
rentemente cuando su vector eléctrico queda paralelo a las -
microvellosidades, este arreglo proporciona las bases anatd-
micas para la deteccidn de los planos de luz polarizada por
los artrdpodos. Registros eléctricos de células retinulares
han demostrado que la respuesta eléctrica a una intensidad
dada de luz depende del plano de polarizacidn de la luz con
la que se estimula. Como cada omatidia posee su propia fi-
bra de salida hacia los centros nervioscs, é&stos estén'en -

condiciones de interpretar las senales procedentes de la pe-
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riferia, lo que permite que se integren las sefiales relati-
vas a los planos de polarizacidén de la luz.

A pesar de que buen nimero de autores coincide, en esencia,
con lo planteado en pirrafos anteriqreg, hay otros que han pro-
puesto mecanismos diferentes para la deteccién de la luz pola-
rizada en los a;trépodos. Asi, Wehner, en 1976, propuso que -
las abejas y las hormigas captan los planos de polarizacidn -
gracias a tres de las nueve c&lulas reéetinulares de cada omati-
dia las que se caracterizan por activarse con la luz ultravio-
leta, ya que en los valores de longitud de onda de estos rayos,
es gue.la polarizacidén de la luz solar se ve menos afectada,'
por lo que resulta mds estable.

. Las tres células sensibles al ultravio{eta convergen a una
sola fibra de salida, lo que llevd al autor a buscar respues-
ta al problema haciendo un an&lisis de la 6ptica del sistema.
De esta manera encontraron que los rabddémeros tienen un giro -
en el sentido de las manecillas del reloj o en sentido contra-
rio. Si la célula es alargada el giro puede ser de 180°desde -
la punta hasta la base, mientras gue las cé&lulas cortas (hay
una c&lula corta asociada con la deteccién de la luz polariza-
da) tienen un giro de 409 aproximadamente. En el caso de la -
diferencia entre las cé&lulas de 1809 se anula la capacidad de
detectar los planos de polarizacidén de la luz; no asi cuando
por ejemplo sdlo hay giros de 409 proponiéndose que dos célu-
las con giros opuestos de 30 a 40 grados cada una, pudisran -
actuar como verdéderos analizadores independientes de 1a luz

polarizada.
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También se ha propuesto (Duelli, 1975) que para que las -
hormigas detecten la luz polarizada son necesarias sd&lo 9 de
las 17 omatidias que se localizan en la parte dorsal del ojo,
las que cubren un campo de, aproximadamente, 10°. Estas oma-

tidias esté&n formando parte de la fdvea.

III.- Organizacidn de los sistemas circ&dicos.-

Un aspecto importante en la organizacidn de los sistemas
vivos, lo constituye la capacidad que poseen de mostrar modi-
ficaciones en su comportamiento lo mismo en las respuestas -
aprendidas que en las espontdneas, que dependen de la hora
del dia. Estas modificacicones se repiten con una periodicidad
cercana a las veinticuatro horas y poseen\hna serie de prople-~
dades gue han hecho que los distintos autores las hayan cata-

logado de "circadianas". Asi, un cambio circddico es agquel -

que se caracteriza por poseer las siguientes propiedades:

1) .- Tener frecuencia natural de oscilacidn con periodo -
cercano pero diferente a veinticuatro horas, y que se pone -
de manifiesto cuando la estructura se coloca en condiciones
ambientales constantes (Aschoff, 1960; Pittendrigh, 1960,
1965; Biinning, 1960).

2).- Mantienen una estrecha relacidn con la cantidad .de
luz que reciben, de tal manera que, si cambia ésta, cambian

el periodo, la amplitud y la relacidn entre el tiempo de ac-
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tividad y el tiempo de reposo (relacidnef!@ ). La cantidad

de luz afecta de manera inversa a los organismos diurncs y
nocturnos, de tal suerte que, puede afirmarse que un organis-
mo diurno al recibir mayor cantidad de luz incrementa su am-
plitud, su frecuencia, su relacibén&@ y su nivel de actividad,
mientras que para un organismo nocturno, el efecto que se ob-
serva es el contrario (Aschoff 1960).

3) .- Hay .cierta tendencia por parte de los organismos para
contrarrestar los cambios de temperatura ambiental, lo que ha-
ce que se les haya considerado como "independientes de la tem-
peratura". Esta independencia sSe manifiesta porque los perio-
dos circidicos no se ven modificados por los cambios periddi-

cos de temperatura ambiental, cuando &stos corresponden a la
\

aplicacidn de funciones "escaldén". Cuando, sin embargo, el --
cambio ambiental es periddico o bien corresponde a una funcidn
"impulso", pueden encontrarse cambios de fase (atrasos o ade-
lantos) dependiendo de la forma de avlicacién del estimulo --
térmico. La aplicacidn peridédica de seflales es capaz de sin-
cronizar los ritmos dentro de ciertos valores, por lo que al-
gunos autores han considerado que no son "independientes" de
la temperatura sino que mas bien deben poseer mecanismos de -
compensacidn a los cambios de temperatura. De cualquier forma,
es posible afirmar que a diferencia de muchos otros procesos
bioléglcos, la ritmicidad circédica no parece depender de la

energia proveniente del metabolismo.
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4).- Los ritmos circédicos son susceptibles de ser sincro-
nizados por sefales procedentes del exterior. Esta propiedad
se traduce en una capacidad de adaptacidén muy importante en -
los organismos que poseen actividad .circ&dica ya que cambios
externos como son la luz y la temperatura suelen ser los es-—
timulos ambientales a los que se ve sometido de manera natu-
ral el organismo, lo que provoca en el mismo un ajuste que -
le¢’ hace sequir los ciclos dia-noche, con las ventajas obvias
que ello representa para su relacifn con otros organismos.
Cuando los cambios externos son senales finicas, la sincroni-
zacidn se manifiesta por los atrasos o adelantos que tiene -
el sistema circadico como respuesta a estas sefales. Cualquie
ra gque sea el timo de sincronizacidn es eyidente gue hay poca
transferencia de energia de la senal sincgonizadora a la senal
sincronizada.

5).- Los sistemas circ&dicos mantienen su estabilidad ante
una gran variedad de inhibidores quimicos, narcdticos, estimu-
lantes del crecimiento, antimetabolitos y en general, a cual-
quier "insulto" quimico gue actde sobre ellos. S6lo de algunas
pocas sustancias como el 6xido de deuterio (Bruce y Pittendrigh,
1960; Bunning y Balts, 1963; Enright, 1971; Dowse y Palmer,
1972; Palmer y Dowse, 1969), el alcohol etilico (Keller, 1960;
Enright, 1971) la cicloheximida (Feldman, 1967), se ha compro-
bado su accidn sobre la ritmicidad circddica, la que seqgin los

autores, se ve afectada en el periodo y en la fase,.




6) .~ Los ritmos circddicos son innatos y hereditarios,
lo que ha sido probado de diversas maneras y en distintas es-
tructuras (Barnett, 1966; 1969; Stadler, 1959; Bruce, 1972;
Bunning, 1935) siguiendo los cambios periddicos en algunos ca-
sOs durante 15 generaciones. Sea afectando el "reloj" o las -
"manecillas", 1o que se ha encontrado es que los ritmos circa
dicos parecen tener el periodo controlado genéticamente.

Otras praopiedades de las oscilaciones circéddicas son: ser
autosostenidas, 1o que no obsta, sin embargo, para que haya -
amortiguamiento después de cierto tiempo de permanecer en con
diciones ambientales constantes. El nivel de organizacidn de
los ritmos circddicos, parece ser celular, si bien es cierto
que el nivel organismico es el mds fédcil Fe detectar. Los pe-
riodos circidicos son ademas "ubicuos" y,‘finalmente, ante --
una nueva situacidn presentan etapas de ajuste o "transito---

rios", antes de alcanzar su "estado estable".

Material y M&todos.-

El presente trabajo fue realizado con acociles de la esve-

cie Procambarus bouvieri (Ortmann), sin distincién del sexo -

los que se colectaban en las cercanias de Uruapan, Michoacén.
Una vez en el laboratorio, se colocaban en piletas con agua -
corriente y se les alimentaba una vez por semana.

Para cumplir con los objetivos del trabajo, se hicieron ex

perimentos de distinta duracidn; experimentos a largo plazo,
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con duracidén no menor de 10 dias y experimentos a corto plazo,

con una duracidn de 70 minutos.

l.- Experimentos a largo plazo.

Para observar las variaciones circadicas en la amplitud'de
la respuesta eléctrica de las células fotorreceptoras del ojo
compuesto del acocil ante la estimulacidn con luz normal y -
luz polarizada, se utilizaron 20 organismos, los cuales fue--—
ron preparados de la sigulente manera:

Con el objeto de evitar movimientos de los ojos que pudie-
ran provocar un cémbio en la posicidén del electrodo de regis-
tro, se procedia a fijarlos al exoesqueleto utilizando para -
ello una mezcla de cemento dentral y acrilico como disclvente
La mezcla de cemento y acrilico se utilizaba también para —--—
adherir un corcho sobre la parte dorsal del exoesqueleto; es-
te corcho servia para mantener fijo al organismo, por medio
de una pinza unida a un soporte. El animal era sumergido en
un recipiente con agua de tal forma que pudiera respirar sin
ninguna dificultad, pero sin gue el ojo en el que se llevaria
a cabo el registro quedara en contacto con el agua. En esta -
forma el organismo se colocaba dentro de una camara donde la
temperatura se mantenia constante (19°) a lo largo de todo el
experimento, al igual que la oscuridad, la cual s6lo se inte-
rrumpia por los estimulos luminosos.

Para registrar la respuesta de los fotorreceptores del ojo

compuesto, se implantaba en &l un electrodo hecho con una agu-
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ja fina de acero; la sefial elé&ctrica que se generaba cen ellos
era amplificada inicialmente por un preamplifiéador Tektronix
tipo 122 y de ahi llevada hacia un poligrafo Grass modelo 7,
donde era nuevamente amplificada y registrada sobre el papel
del poligrafo. El dispositivo montado para la estimulacién -
de los fotorreceptores se muestra en la figura 2 y consistia
de lo siguiente: se estimulaba por medio de un fotoestimulador
Grass modelo. PS 2 el que enviaba destellos luminosos de inten-
sidad constante; la lampara del fotoestimulador estaba coloca-
da por fuera del refrigerador y dirigida hacia el ojo del aco-
cil; el fotoestimulador se conectaba a un microswitch gue ce-
rraba el circuito produciendo una sefal luminosa; el micro-
switch se activaba por una senal proveniePte de un quimdgrafo
Palmer, con una frecuencia de 1/180 segq.

En estas condiciones se iniciaba el registro estimulando
al organismo con luz no polarizada, por un tiempo no menor de
cinco dias, después de los cuales se colocaba un polarizador
entre la lampara del fotoestimulador y el ojo del acocil man-
teniéndose el registro durante otros cinco dias. En otiros ex-
perimentos se'empezaba el registro con la luz polarizada y se
continuaba con la luz normal. Finalmente hubo registros en -
los que después de algunos dias de haberse iniciado el experi
mento, se suspendian los estimulos luminosos de prueba para -
reanudarse normalmente despu&s de algunas horas de suspensidn.

En cada experimento se analizaba el tamafio de cada uno de
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los componentes del ERG (Fiqg. 3), lo que permitia detectar
diferencias, si las habia, cen la amplitud de la respuesta --
eléctrica a la luz de cada una de las componentes que la for
man.

A lo largo de todo el registro y con intervalos de 20' se
media.la amplitud de la componente H I y de la componente H
IT, con objeto de graficarlas con respecto al tiempo. De es-
tas gréaficas se calculaba el periodo de la oscilacidn (valor
del tiempo transcurrido de pico a pico o de valle a valle),
el periodo de actividad <correspondiente al tiempo en el que
la respuesta estd por encima del 50% de su amplitud y el pe-
riodo de reposo (que corresponde al tiempo restante del ci-
clo), para con ello obtener la relaciénci_/e ; la fase (que
se mide al relacionar el momento en el qug esté el ciclo con-
siderado con respecto a un ciclo circiddico, el que se calcula
al tomar como tiempo cero el momento en el gue se inicia el
ascenso de la respuesta por encima del 50% y considerar la du
racidén de un ciclo circ&dico igual al tiempo que transcurre
desde ese momento hasta las veinticuatro horas siguientes -
(Fig. 4). Todas estas determinaciones se hicieron en los re-
gistros con luz normal y luz polarizada.

2.- Experimentos a corto plazo.

En estos experimentos, la preparacidn de los organismos y
la forma de registrar las respuestas de los fotorreceptores

provocadas por los estimulos, fueron iguales a las que se u-



tilizaron para los experimentos a largo plazo. La modifica-
cibn consistid en la forma de estimulacidn y en la duracidn
de los experimentos.

a) Sensibilidad a la intensidad del estimulo.

Con el objeto de observar la sensibilidad de los foto-
rreceptores, juzgada por la magnitud de las respuestas, ante
diferentes intensidades de luz no polarizada y polarizada se
hiéieron experimentos, en los que se registraba la amplitud
de cada componente con respecto al logaritmo de la intensidad
en un ojo previamente adaptado a la oscuridad. Todos los expe
rimentos se realizaron a la misma hora del nictdmero.

b) Adaptacidn a la oscuridad.

Se realizaron 20 experimentos paravpbservar el comporta-
miento de las dos componentes del ERG a distintos tiempos en
1la 6scuridad. En este caso la respuesta inicial del ERG de un
organismo adaptado a la oscuridad fue depletada estimuldndolo
féticamente durante 10'; después de estos 10 minutos de luz -
se dejd al oréanismo en oscuridad completa, sdlo interrumpida
por un estimulo luminoso de intensidad y duracidn constantes
aplicado cada diez minutos; el experimento se did por conclui
do después de que el organismo pasd 60' en la oscuridad, tiem
po en el que se observa que los fotorreceptores llegan al ma-
ximo de sensibilidad, o lo que es lo mismo, que la respuesta
gue se observa es la maxima.

En 10 de los experimentos, la luz utilizada para la esti
mulacidén de los acociles y para depletar su respuesta fue luz

no polarizada; y en los otros 10 se utilizd luz polarizada.
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Los experimentos fueron hechos a la misma hora del nictinero

y se graficaron por separado las dos componentes del ERG.
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Resultados, ~

1) .- Experimentos a largo plazq.

En: los registros realizados a largo plazo se graficd,
por separado, la actividad circiddica de cada una de las compo
nentes (H I y HII) del ERG del ojo compuesto del acocil. La
figura 5 nos muestra un registro tipico de los que se obtuvie
ron en estas condiciones. En &l se puede observar ¢ue cuando
el estimulo ‘que se aplica es la luz normal (luz no polariza-
da) la ritmicidad sblo aparece en la componente H I y no en
la H II; mientras que al aplicar la luz polarizada ambos com-
ponentes presentan una ritmicidad circadica. Mas atn, con lu:
no polarizada los ciclos circadicos en la Ginica componeate -
que los presenta (HI), son mucho menos cqnspicuos que :0S CO-
rrespondientes a la misma componente durante la estimuiacidn
con luz polarizada. En todos los casos la mayor amplitud de
las respuestas se presenta durante la noche, ya que estos or-
ganismos son nocturnos. Se observa también que los ritmos de
ambas componentes se encuentran en fase.

En la figura 6 se muestra un registro de las componen-
tes H I y H IT del ERG en su respuesta a la luz polarizada.
En esta figura se hace notar la diferencia que existe de la
relaciénc('/e del ritmo entre los dos componentes, siendo -
mayor la relacidn para el componente H I (1.03) gue para la

componente H II (.93).

Otra de las caracteristicas generales de los ritmos
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circddicos que se puso de manifiesto en las respuestas a lar

go plazo del ERG obtenido por estimulacidn con luz polariza-
da, fue el de la sincronizacidn; ésta se logr6 observar cuan-
do faltd la estimulacidn luminosa, durante 17 horas, lo que
fue considerado como una sefial externa por el organismo y lo-
grd modificar el periodo y la fase del ritmo circ&dico del -
ERG (Fig. 7).

2.- Experimentos a corto plazo.

a) Sensibilidad a la intensidad del estimulo.

En la figura 8 se muestra el comportamiento que siguen
los dos componentes del ERG del ojo del acocil, cuando se esti
mula con luz normal, de intensidad creciente. Puede observarse
gue la vendiente de ascenso es muy semejapte en ambos componen
tes; sin que se alcance la saturacidn en ningQin caso, mientras
que, cuando se estimula con luz polarizada de diferentes integ
sidades, hay un diferente comportamiento de cada componente, ya
gque el incremento de H II es mucho menor que el de H I; mas -
alin la curva de la H I no se satura a diferencia de lo que su-
cede con la H 1II.

b) Adaptacidn a la oscuridad.

Los resultados de adaptar a los organismos a la oscuri-
dad y estimularlos con luz normal cada diez minutos se ilus--—
tran en la figura 10, donde se grafica la amplitud de cada com'
ponente por separado. Puede observarse que el tiempo de adapta

cibn de cada componente es el mismo y que a partir de los vein
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te minutos se inicia la segunda fase de ascenso la gue pro-
longa todo el tiempo que dura el experimento. Al observar los
resultados obtenidos en condiciones conparables pero con luz
polarizada, se comprueba que mientras la componente H I alcan

s
za su nivel de saturacién hacia los cuarenta minutos, la com-

ponente H II mantiene su régimen de incremento durante todo -

el tiempo del experimento. )
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Discusidn. -

Los datos gque se presentan en pérrafos anteriores sugieren,
évidentemente, no sblo la presencia de un mecanismo capaz de
detectar la polarizacién de la luz, sino también la captacibn
de ésta de acuerdo a los patrones circddicos establecidos.

El andlisis por separado de los componentes H I y E II, pu
so de manifiesto que mientras con luz normal sdlo la componen
te H I presenta fluctuaciones de caracter circidico, en pre--
sencia de luz polarizada, ambas componentes oscilan. Si se re
cuerda que la componente H I se genera en el rabdomo y la H
II en la célula retinular, y que ésta_da su respuesta después
gue agquélla, cabria la interpretacidn, de que en el rahbdomo
se estdn activando los elementos responsébles.de la respuesta
a la luz (es decir, los paquetes de fotopigmento contenidos
en el reticulo endoplésmico), de manera circidica.

La activacidn de los paquetes puede interpretarse en cl -
sentido de "régimen de cambio" del pigmento fotosensible, el
que se calcula al relacionar la velocidad de sintesis con --
respecto a la velocidad de degradacidén. Debe hacerse notar,
sin embargo, gue la cuantificacidn del fotopigmento "in situ",
presenta dificultades técnicas, que hasta ahora, han hecho -
dificil la experimentacidén que permitiria la aceptacidén o el
rechazo de la hipdtesis. Otra posibilidad para explicar los
campios peribdicos a la luz polarizada en la componente-H II

se basaria en la modificacidn peridédica de la conductancia
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al paso de los iones que presenta la membrana celular. Sec
ha propuesto, que la capacidad de una cé&lula para oscilar,
se basa en cambios periddicos en la permeabilidad, los que se
ven fuertemente influidos por osciladores metabdlicos. Esta
proposicidn se ha visto apoyada por gran experimentacidn en
muy variados tipos celulares. Debe sin embargo, hacerse notar
que las frecuencias de los osciladores metabdlicos y membrana
les estudiados hasta ahora guedan incluidas en la gama de las
oscilaciones infradianas (su perfodo es del orden de lcs minu
tos) no habiendo datos disponibles sobre la aparicién de pe-
riodos circadianos, quedaria sélo la posibilidad de que estos
osciladores infradianos al acoplarse mediante distintos facto
res ("sintalansis" de Winfree, 1965) generaran una frecuencia
\
de salida cercana a la de veinticuatro hofas.

Otra posible accibén sobre el rabdomo y la célula retinular
relativa a las modificaciones periddicas en la respuesta a la
luz polarizada, es la accidn hormonal. Desde los trabajos ya
cldsicos de Kleinholz (1934, 1949, 1966) sobre la llamada "hor
mona de adaptacidn a la luz", (HAL), diversos autores se han
preocupado por entender la accidn de las hormonas sobre dife-
rentes estructuras de la via visual de los decdpodos. Asi, el
mismo Kleinholz propuso que la HAL modifica la posicién de -
los pigmentos retinianos accesorios, particularmente el pig-
mento distal hacia una posicidn dentro de la omatidia, que re
duciria la entrada de luz a los fotorreceptores. Algunos anos
antes, Welsh (1939, 1941) y Bennitt (1932) habfan propuesto la

existencia de cambios ciclicos (cixcddicos) en la posicidn de

los mismos pigmentos, lo que a la luz de los descubrimientos




o

de Kleinholz podria interpretarse como la respuesta a Ja li-

beracidn ciclica de la HAL. Al aplicar extractos ¢ue conte-

nian HAL y registrar la actividad eléctrica del ojo del aco-

cil, Vera y Mendoza en 1978 encontrd que no sblo habia cam-
bios en la posicién de los pigmentos accesorios sino que la
respuesta a la luz misma de los fotorreceptores se veia afec
tada, lo gue sugiere una accidn hormonal sobre el paso de -
los iones a -través de la membrana y/o sobre la sintesis de
fotopigmento. Debido a que é&ste se almacena dentro del reti-
culo endoplédsmico que es la estructura caracterfstica del —-
rabdomo, es posible que la liberacidn periédicé de la HAL -
afecte esta sintesis mas que la excitabilidad retinular, lo
que va de acuerdo con la observacién de gue con luz normal -
los cambios periddicos se presentan en la H I Yy no en la H II.
Las diferencias que se observan entre la respuesta a la -
luz normal y la respuesta a la luz polarizada evidencian la
presencia de mecaﬁismos especificos asociados con la deteccién
de esta Gltima. Afin cuando el enfoque de esta tesis escapa al
anflisis de estos mecanismos, muchos autores lo han hecho = -
existiendo una abundante bibliografia al respecto (Zolotov,
Y Frantsevich, 1973, Tasaki y Karita, 1966, Autrum y Hoffmann,
1960, Shaw, 19692, shaw, 1969°, shaw, 1966, Mote, 1972, Kenne-
dy y Baylor, 1961, Baylor y Kennedy, 1958, Baylor y Smith, -
1958, Baylor y Smith, 1958, Wulff, 1971, Kuwabara y Naka, 1959

Menzel y Snyder, 1974, Duelli Yy Viehner, 1973, Eguchi, 1965, -
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Waterman y Fernfndez, 1970, Waterman, Fernindez y GoldsmitLh,

1969, Bernard y Wehner, 1975, Wehner, 1976, Wehner, Bernard

y Geilger, 1975, Edrich y Von Helversen, 1976, Bruno, Mote y

Goldsmith, Eguchi y Waterman, 1968. Entre ella destacan los
trabajos de Waterman quien describid minuciosamente el pro-
ceso mediante el cual la luz polarizada es captada por los
decé@podos. Entre los argumentos mias importantes que maneja el
autor estd la presencia de dos canales o conjuntos diferentes
de microvellosidades los que actlan como analizadores de los
planos de luz. La evidencia a favor de esta proposicidén es de
cardcter eléctrico y 6ptico; Asi, se ha demostrado la sensibi
lidad a la orientacidn del vector e, de células retinulares
inicas coincidiendo el valor maximo del Qotencial de recceptor
con cierta direccidn de las microvellosidades del rabdbmero;
al cambiar el plano de polarizacidn se observaﬁ cambios en la
respuesta la gue se ve modulada con periohos de hasta 180°,
En registros extracelulares las respuestas maximas se dan a
la iluminacidn transversal cuando el vector e de la luz con
la que se estimula es paralela a las microvellosidades arreglg
das regularmente,

Las bases dpticas las da el hecho de que el dicroismo de
las mol&culas del pigmento visual es el responsable de la sen
sibilidad diferencial a la luz polarizada linealmente.

La estrategia experimental empleada por Waterman se basd
en el principio de que dos receptores diferentes tienen dife-

rentes tiempos de adaptacidn ante un mismo estfmulo. Especifi
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camente para un analizador de polarizacidédn de dos canales con
ejes de maxima absorcidn perpendiculares uno al otro, deberia
pcu;rir una gran diferencia en el régimen de adaptacidn cuan-
do el vector e del estimulo coincide con alguno de los ejes -
mayores. A 45°, el vector e deberia provocar la misma adapta-
cidén en ambos canales. Todo esto fue observado experimental--
mente por lo que la proposicidn de la hipdtesis de los dos ca
nales ha sido aceptada por gran nmero de autores.

En apoyo a esta teoria, estdn también los datos de Muller
(Muller, 1973) quien encontrd dos tipos de receptores a la --
luz polarizada dentro de una misma omatidia; las células que
son sensibles a un mismo plano de polarizacidn est&n acopla-
das eléctricamente; las cé&lulas ortogonales no presentan nin-
glin acoplamiento eléctrico con aquéllas. Al estimular la oma-
tidia con un cierto plano de polarizacidn y registrar en una
célula que detecta el plano ortogonal, 'se comprueba que hay
una reduccidén en la respuesta original, debido a una accidn
eléctrica inﬁibitoria gue se ejercé mutuamente entre las cé-
lulas que detectan planos de polarizacidn ortogonales.

Al analizar nuestros resultados (Fig. 5) se puede compro-
bar que la respuesta eléctrica a la luz normal presenta fluc-
tuaciones circddicas las que sin embargo se acentfian mds cuan
do el acocil es estimulado con luz polarizada. Es probable -
que esta mejor definicidn de los ciclos circidicos seca el re-
sultado de la activacidn selectiva de grupos de receptores,
los que al inhibir la actividad de los receptores que detec-

tan el plano ortogonal de polarizacidn, oscilan sin influen-
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cias de otros osciladores, lo que se traduce en una oscila-
cidn mds evidente. Por otra parte, el hecho de que sdlo el

componente H I oscile con luz normal mientras que la H I y -

< m——y

la H II lo hacen con luz polarizada, puede significar la ne-
cesidad. que tiene un oscilador como el de las células retinu
lares de que le llegue una serial de una intensidad minima pro
X cedente de otro oscilador, el rabdomo, para iniciar su acti-

vidad ciclica.

-
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Por lo que se refiere a los ciclos que se observan en la
amplitud de las dos componentes del ERG obtenidas con L. P.

hay algunos puntos que consideramos importantes hacer notar:

lo.- Los periodos observados en condiciones constantes, corres
ponden a una frecuencia cercana a las veinticuatro horas (23.5
horas) y se mantienen durante todo el tiempo del registro sin
mostrar modificaciones importantes.

20.- Resulta evidente que si el cambio se da de luz normal a
la luz polarizada el ritmo se hace ailin mds notable, lo que -
puede interpretarse en el sentido de que la luz polarizada ac-
tGa también como sincronizadora de los riFmos.

3o0.- Por otra parte, el hecho de que la f%lta de estimulacidn
durante un lapso relativamente prolongado haya hecho que los
sigulentes ciclos reaparezcan con mucha claridad, apoya la po-
sibilidad de que, efectivamente este ritmo es circadico puesto
gque es caracteristica primordial de estos ritmos, la de poder
ser sincronizados por senales externas.

4o0.- La relacidn de fase gue se observa entre los ciclos rela-
tivos a cada componente, es un aspecto interesante, sobre todo
al pensar en la presencia de por lo menos dos hipotéticos osci
ladores, cada uno.responsable de cada ritmo.

50.- Esta proposicidn se ve apoyada por otro hecho observable

en nuestros registros, que es el referente a los valores de
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la relacidn cl/? que tiene la oscilacidén de cada componente:
no es facil aceptar la presencia de un solo oscilador cuando
el valor de la relacidn X /@ es de 0.93 en un caso y de -
1.04 en otro.

Finalmente, queremos hacer notar que los experimentos a cor
to plazo pusieron de manifiesto que la sensibilidad a la luz
normal y a la luz polarizada, analizada mediante sehales de
intensidad variable o mediante distintos tiempos de permanen-
cia en la oscuridad, es diferente en cada caso, ya gque como
puede observarse en las figuras correspondientes (8 v 9) con
luz normal el rabdomo y la célula retinular se comportan de
manera semejante, mientras que con luz polarizada la sensi--
bilidad del rabdomo parece ser mayor, ya que la respuesta no
sb8lo aparece primero sino qgue se satura réapidamente.

Algo semejante sugiere la comparacidn entre las figuras
10 y 11, puesto que con luz polarizada no se logra que la
célula retinular sé adapte a la obscuridad, mientras gue en
tiempos comparables, en la luz normal si se obtiene esta --

adaptacidn.
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Conclusiones. -

El acocil es un animal que posee la capacidad de detectar
los planos de polarizacibén de la luz.

En registros a corto plazo, se pusieron de manifiesto di-
ferencias en la sensibilidad a la luz normal y a la luz -
polarizada.

En registros a largo plazo, se puso de manifiesto la pre-
sencia de oscilaciones en la amplitud de la respuesta ---
eléctrica a la luz polarizada.

El andlisis de estas oscilaciones puso de manifiesto su
cardcter circaddico y la presencia de, por lo menos dos --

osciladores diferentes.
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