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resumen

Pasé, se fue. No obstante estd aqud,
pero no es el mismo, 4o sf?

Me han dicho que nunca vuelve,

es muy orgulloso.
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Con el propésito de investigar el
curso temporal de la sincronizacién no
paramétrica del ritmo circadiano de
actividad locomotora del acocil
Procambarus clarkii, se llevaron a cabo
registros del ritmo locomotor de 45
acociles juveniles divididos en tres grupos
de edad, empleando 15 animales en cada
uno. La primera parte del experimento
const6 de un registro de entre 10y 20 dias
bajo uno de tres fotoperiodos esqueleto:
12:12, 8:16 y 20:4, utilizando 5 animales de
cada grupo en cada fotoperiodo esqueleto.
Al terminar el periodo de registro en
fotoperiodo esqueleto se continué un
registro en condiciones de oscuridad
constante durante 8 a 10 dias mds. Los
resultados indican que existe al menos un
oscilador circadiano funcional encargado
del control ritmico de la actividad desde
los primeros estadios postembrionarios.

Conforme avanza el desarrollo,
aumenta la capacidad de sincronizar,
siendo mas factible la sincronizacion a los

fotoperiodos mds asimétricos. En los
animales de mayor edad, fue posible la
sincronizacion a un periodo de oscuridad
de 7 horas. Desde los primeros estadios
del desarrollo, Procambarus clarkii es
capaz de establecer claramente una noche
subjetiva, comportandose como un animal
nocturno, por lo que es claro que el
oscilador circadiano que controla el ritmo
locomotor del acocil es distinto del
oscilador que guia la expresion del ritmo
de amplitud del electrorretinograma, ya
que los tiempos de maduracion de ambos
ritmos son distintos. Se presenta evidencia
de que el pico de actividad propuesto
como exdgeno, pudiera ser de naturaleza
enddgena. Se discute la posibilidad de que
la sincronizacién del ritmo circadiano de
actividad locomotora del acocil sea
consecuencia de la interaccion de un
complejo sistema de osciladores 'y
fotorreceptores retinianos vy
extrarretinianos.




introduccion

No entiendo, si se ha ido
Leomo es que sigue aqut?,
aungue, ahora que recuerdo,
stempre ha estado aquf,

quizds desde el origen,

y dicen que se quedard

cuando todos hayamos muerto.
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LA RITMICIDAD: UNA CARACTERISTICA
FUNDAMENTAL DE LA MATERIA VIVA.

La vida es una forma especial y
quizi poco probable de organizacion de la
materia. La definicion comprueba que
para los bidlogos es mas facil estudiar y
describir a vida que definirla. Sabemos
que algo estd vivo por nuestra experiencia
previa, reconocemos la vida cuando ésta
se organiza en células, cuando el ser vivo
se alimenta, se reproduce y tiene ritmos.
Es curioso, pero tanto la divisién cclular
como la alimentacion y la reproduccion
han sido ampliamente descritos como
procesos ritmicos'™. Asi, reconocemos a
la ritmicidad como una caracteristica
fundamental de la organizacion bioldgica,
tan fundamental, que estd presente a lo
largo de toda la escala filogenética.
Evidentemente, una caracteristica tan
conservada debe ser muy importante para
la vida,

Comparativamente se ha dedicado
poco tiempo al estudio de los ritmos
bioldgicos, descuido que ha retrasado el
campo muchos aitos. Por fortuna, en
tiempos recientes esta tendencia comienza
a revertirse y poco a poco comenzamos a
entender qué es el sistema bioldgico de

medicion del tiempo y codmo funciona,
como se origina y organiza.

Hoy, la naturaleza enddgena y
gendticamente determinada de los ritmos
bioldgicos estd ampliamente reconocida,
de fa misma forma en que se reconoce la
influencia que sobre ellos tiene el
ambiente externo. Como un agente
cambiante, ¢l medio juega un papel
fundamental en los sistemas bioldgicos, de
entre estos cambios, quizd el més
predecible es el asociado a  Jos
movinientos de rotacion y traslacion de la
Tierra, el ciclo luz-oscuridad (LO). Es
precisamente la influencia del ciclo LO
sobre los ritmos biolégicos lo que nos ha
permitidoabordar aspectos fundamentales
de su estudio. De la forma y eficiencia con
que los ritmos biologicos se acoplan a los
geofisicos puede depender la salud y quiza
la vida de un organismo,

Si es importante conocer el papel
del ciclo LO sobre los osciladores
bioldgicos, estudiar sus caracteristicas
durante el desarrollo del organismo
proporciona  informacion  sobre el
establecimiento  del  sistema  de
organizacion temporal, es decir, sobre la
forma en que ¢sta cambia durante la

ontogenia del individuo, desde su origen
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hasta la adquisicién del estado adulto.

Ambos aspectos, la influencia de
los ciclos LO y el estudio de la ontogenia
de los ritmos biolégicos pueden abordarse
empleando animales integros, sin la
necesidad de utilizar técnicas invasivas,
sobre todo en ritmos de conducta, como
por ejemplo, la actividad locomotora. Los
estudios en ontogenia, permiten abordar
el funcionamiento de un sistema sin
destruirlo, sin eliminar o daiiar sus partes
para observar los efectos de las lesiones, y
esto es muy importante si  estamos
interesados en la salida de un sistema que
se expresa a través de una conducta,

Los sistemas bioldgicos que nos
permiten abordar el estudio de la
ritmicidad pueden ser tan complejos coma
un mamifero, o tan "simples" como una
bacteria. No obstante, si deseamos
conocer aspectos relacionados con la
ontogenia de los ritmos bioldgicos,
conviene escoger un modelo relativamente
simple, cuyo ciclo de vida no sea tan corto
como ¢l de una bacteria y que a la vez
represente  un grado de complejidad
menor que por cjemplo, el de un
mamifero. Ademas, los aspectos
neurofisioldgicos de los ritmos biolégicos
resultan més accesibles en modelos que

comparativamente tienen menos neuronas
y «que en general, despliegan
comportanientos mucho massencillos. Tal
es el caso de los invertebrados,
especialmente, los modelos del molusco
Aplysia, de la cucaracha Leucophea, de la
mosca de la fruta Drosophila y del acocil
Procambarus. El estudio de los ritinos
biolégicos en los invertebrados ha sido la
base para la comprensién del mecanismo
de biocronometria como uno de los pilares
mis importantes que la vida ha
desarrollado para adaptarse a un medio
cambiante, pero a la vez, y hasta cierto
punto, predecible.

Todos los aspectos del estudio de los
ritmos bioldgicos anteriormente seitalados
(relacion con los ciclos LO, desarrollo
ontogénico y desplicgue de conductas en
invertebrados) representan un modo de
abordar el problema central del
funcionamiento y cardcter adaptativo de la
ritmicidad, una caracteristica fundamental
de la materia viva.
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EL ESTUDIO DE LA RITMICIDAD
CIRCADIANA

Un modelo ampliamente utilizado
para el estudio de los ritmos que se
presentan una vez aproximadamente cada
24 horas (ritmos circadianos) en los
invertebrados es el acocil Procambarus
clarkii. En este sistema, el anélisis de 1a
ontogenia del Ritmo Circadiano de
Actividad Locomotora (RALM) ha puesto
de manifiesto que el oscilador que
contrala la expresion de este ritmo se
encuentra presente y funcional desde los
primeros estadios postembrionarios. No
obstante, la ritmicidad manifiesta resulta
mis evidente conforme avanza el
desarrollo', De igual forma, la capacidad
del RALM para ajustarse a ciclos LO
muestra cambios en la ontogenia vy
posibles casos de emmascaramiento que
podrian estar relacionados con cambios
temporales en el desarrollo tanto del
oscilidor  como  de  sus  vias  de
sincronizacion y salida.

Debido a lo anterior, en este
trabajo se estudiaron las caracteristicas del
RALM durante la ontogenia del acocil
Procambarus clarkii tanto en oscilacién
espontinea (OO) como bajo fotoperiodos

esqueleto (FFE). Se formaroit tres grupos
de acociles ordenados de acuerdo a la
edad y en cada uno se analizd la
capacidad del ritmo circadiano de
actividad locomotora para establecer
relaciones de fase estables con los pulsos
de luz que simularon tres fotoperiodos
completos (FC): LO 8:16, 12:12y 20:4. IDe
igual forma, sc¢ analizaron las
caracteristicas del RALM tales como
periodo y fase durante la oscilacion
espoutinea observando la posible relacion
eutre los cambios que la expresion del
ritmo manifiesta durante 1a ontogenia y
los cambios en su capacidad de ajuste a
los diferentes fotoperiodos esqueleto.




antecedentes

LQuién sabrd de él entonces?,
Lquién se preocupard por é1?,
yuién lo maldecird

todas las mafianas frente al espejo?,

Lquién correrd tras él
como si realmente pudiera alcanzarlo?
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CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS
RITMOS CIRCADIANOS

Como se menciond, los ritmos
bioldgicos establecen relaciones de fase
estables con diferentes seiiales ambientales
externas, esto significa que al ser liberados
de éstas, pueden manifestar su propio
periodo. Es precisamente esta
caracteristica la que ha permitido
establecer que los ritmos bioldgicos son de
naturaleza endégena. Cabe seialar que
sonn los ritmos circadianos los mds
frecuentes y tal vez los mas estudiados en
la actualidad, por lo que a continuacién se
describen algunas de sus caracteristicas
mis importantes. No obstante, lo aqui
sefialado puede también ser Gtil para
explicar ritmos bioldgicos de mayor o
menor frecuencia que la circadiana.

Cuando un sistema circadiano es
“aislado" de claves temporales externas
(fotoperiodo, temperatura, contactos
sociales, ruido, etc.), expresa su propio
periodo con un valor cercano, pero
siempre distinto de las 24 h conocido
como TAU. Esto significa que aun en
ausencia de sefiales de tiempo, €l ritno
persiste, indicando que no depende de
dichas senales ya que estd genéticamente

determinado. A esta capacidad de oscilar
libremente en condiciones constantes y
manifestando un periodo propio se le
llama oscilaclén espontdinea.

Parece probable que en et origen,
la ritmicidad bioldgica fue solamente una
respuesta  automdtica a los cambios
ambientales derivados del movimiento de
la Tierra en el espacio. El fotoperiodo,
quiza la variable mds estable en el planeta
por lo menos desde el origen de la vida,
pudo favorecer la incorporacion de la
capacidad de medir el tiempo astronémico
-en particular el ciclo de 24 horas- al
genoma de los seres vivos dando como
resultado lo que hoy reconocemos como
ritmos circadianos. Por lo anterior, parece
evidente que el ciclo de 24 horas podria
ser Ja unidad de computo para los ritmos
biolégicos. La oscilacién espontinea cs la
expresion  fenotipica de esta historia
evolutiva con un significado funcional
varindo, en general, los ritmos bioldgicos
ejercen una accion adaptativa de indole
anticipatorio, que optimiza la relacién
temporal entre el nivel de la actividad
fisiologica y las condiciones energéticas
ambientales®.

Al permanccer aislado, el oscilador
circadiano continia funcionando, sin
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embargo, la manifestacion de esta
oscilacién espontinea pierde amplitud y
termina por desaparecer después de
varios ciclos. Esto no significa que el
oscilador se haya detenido, ya que una vez
que el ritmo se ha amortiguado por
completo, la aplicacion de un estimulo
aperiddico provoca la reaparicién de la
manifestacion del ritmo en fase con dicho
estimulo. La pérdida temporal de la seiial
ritmica medida puede interpretarse como
un posible desfasamiento debido a la
pérdida de acoplamiento entre el oscilador
bioldgico y los sistemas efectores del
ritmo.

Otra caracteristica muy importante
de los osciladores circadianos es su
capacidad de continuar oscilando sin
cambjos importantes en su velocidad
angular ante variaciones constantes o
tonicas en la temperatura. Este fenémeno
de compensacién de temperatura fue
observado originalmente por Pittendrigh
en el ritmo de eclosion de Drosophila.
Este consiste en que TAU se mantiene
relativamente constante aun a pesar de
variaciones de temperatura capaces de
afectar la cinética de procesos enzimnaticos,
lo cual sugiere que a nivel metabdlico
existen sistemas especificos que
compensan los efectos de la variacién de

temperatura’. Un mecanismo como éste,
posiblemente evoluciond ante la necesidad
de mantener una cronometria precisa, la
funcionalidad y coincidencia temporal
entre la fase de los diferentes ritmos y las
condiciones  energéticas  ambientales
optimas no deben ser afectadas por
cambios en la temperatura. En otras
palabras, y desde wuna perspectiva
Darwiniana cldsica, un buen sistema de
medicion del tiempo, no debe atrasarse o

adelantarse si hace més frio o més calor.

Esta relativa falta de sensibilidad
ante los cambios de temnperatura contrasta
notablemente con la caracteristica mas
importante de los ritmos circadianos que
es su sensibilidad diferencial a través del
ciclo de 24 horas. Si los osciladores
circadianos evolucionaron ante la presién
de seleccion que significd un ciclo LO de
24 horas, no es raro pensar que las
variaciones circadianas en el fotoperiodo
y en otras variables asociadas, también
quedaron incorporadas en el sistema
enddgeno de medicién del tiempo.
Durante la oscilacion espontdnea, la
sensibilidad diferencial de los osciladores
circadianos puede ponerse de manifiesto
ante una perturbacion (p. ej. un pulso de
luz) aplicada a diferentes tiempos hasta
explorar todo el ciclo de 24 horas y
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midiendo los cambios de fase (avances o
retrasos en el tiempo de ocurrencia de un
punto dado en la oscilacion) algunos ciclos
después del pulso. Estos cambios de fase
no se miden instantineamente debido a la
presencia de algunos ciclos transitorios de
longitud variable, aunque como se verd
mas adelante, los cambios de fase en ¢l
oscilador circadiano son inslantdncos. De
la relacién eatre el tiempo interno del
organismo y los cambios de fase
ocasionados por la perturbacion resulta
una funcién que se conoce como la Curva
de Respuesta de Fase (CRF). Como el
periodo del oscilador es distinto del
periodo del ciclo LO, el tiempo externo
(TE) no necesariamente corresponde con
¢l tiempo del oscilador circadiano (TC). Si
queremos conocer la  sensibilidad
diferencial del oscilador, debemos referir
el tdempo de aplicacion de las
perturbaciones en TC. Esto se logra al
dividir el periodo del ritmo en oscilacion
espontanea (p. ¢j. 23.5 h) entre el periodo
del TE (24 h), entonces: 23.5/24 = 0.98 h.
Para este ejemplo, una hora TC es igual a
098 h TE. Un ejemplo de una CRF se
encuentra en la figura 1,

Ahora bien, se debe distinguir
entre el oscilador que maneja las
fluctuaciones circadicas del organismo el

cual estd direclamente acoplado al ciclo
ambiental de luz (el oscilador A o
maeslro) y sus otros (osciladores B o
esclavos) osciladores  secundarios  que
ajustan su fase unicamente a través de su
acoplamiento con el oscilador A. Los
transitorios observados son precisamente
los ciclos que requieren los osciladores B
para acoplarse nuevamente con el
oscilador A, el cual ajusta su fase
inmediatamente después de la
perturbacion. Por lo tanto, la (inica
medida operativamente  disponible  del
cambio de fase que se desarrolla
inmediatamente después de la
perturbacion ¢n ¢l oscilador A es la
CRFY.

Con estas bases, queda claro que
las claves temporales externas tienen un
papel importante en el comportamiento de
un ritmo circadiano. De hecho, para
comprobar que un fenémeno ritmico estd
bajo el control de un oscilador enddgeno,
el ritmo debe manifestar ademds de las
caracteristicas ya sefialadas (oscilacién
espontanea, compensacion de temperatura
y sensibilidad diferencial a través del ciclo
de 24 horas), capacidad de ajustar su fase
y periodo a seiiales temporales periddicas,
de entre fas cuales, la luz y la temperatura
son quizd las mds importantes,
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Figura 1. Curva de respuesta de fase
(CRF) del oscilador circadiano que
controla el ritmo de eclosion pupal de
Drosophila pseudobscura. 1os cambios de
fase son consecuencia de pulsos de uz de
15 minutos de duracion aplicados cada
hora a través del ciclo de 24 horas. De
Pittendrigh y Minis, 1964,

Asf, queda claro que la ritmicidad
circadiana existe independientemente de
las seiiales externas, pero a su vez, que
éstas, alteran notablementie su
manifestacién  al imponerles su periodo.

El acoplamiento entre los osciladores

circadianos  y los rsitmos  geofisicos
asociados al movimiento de rotacién de la
Tierra es la clave para la existencia de la
organizacion temporal de los seres vivos.

El establecimiento de relaciones de
fase estables entre los ritmos circadianos
y los geofisicos ha llevado a I
cantroversia mis importante en el campo
de la cronobiologia. Esta se refiere a la
acufiacion del término "reloj bioldgico”.
Esta expresion ha sido y continda siendo
mal empleada, especialmente por algunos
bidlogos en la bidsqueda de un reloj
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maestro en algin lugar dentro del
organismo™. Desde un punto de vista
estricto, algo que sirva para medir ¢l
tiempo, ¢s un reloj, aunque de igual
modo, un reloj implica a un relojero. Més
alld de estas controversias el niicleo de Ia
discusion esta en que para algunos autores
(p. ¢j. Aschoff y Pittendrigh) la biisqueda
debe centrarse en estructuras discretas que
cumplan con ciertas condiciones, como
por ejemplo, posibilidad de sincronizar a
cambios ambientales, capacidad de
presentar ritmicidad in vitro y abolicion de
ésta tras su lesién o destruccion, mientras
que para otros (p. ¢j. Halberg y Reinberg),
se trata de la interaccion de miltiples
procesos fisioldgicos oscilatorios, donde Ia
participacion de estructuras especificas se
limita al ajuste de fase entre los diversos
procesos'. Lo cierto, es que en todos los
casos, s¢ trata del analisis de fendmenos
que oscilan, por lo que para los fines de
este trabajo se ha preferido emplear el
término de "oscilador’, ya que no se
pretende  demostrar ni  desechar la
presencia de entidades discretas
funcionando como relojes, sino la
capacidad de estos sistemas oscilatorios
para ajustarse a ciclos de luz, asi como
estudiar éstas y otras de sus caracteristicas
durante la ontogenia.

Con todas las caracteristicas antes
sefialadas, puede identificarse la presencia
de un sistema oscilador circadiano. Una
de estas caracteristicas, la capacidad de
establecer relaciones de fase estables con
seiiales temporales externas, provee al
sistema de un niecanismo que le permite
medir el tiempo, siu el cual, los ritmos
biolégicos no tendrfan vator adaptativo”.
Por lo tanto, resulta fundamental el
estudio de los efectos de las seiiales de
tiempo sobre los osciladores circadianos y
de como éstos, utilizan la informacion del
ambiente para mantener su propia
organizacion temporal. En la siguiente
seccibn se presentan los antecedentes
sobre algunas de estas estrategias, como
por ejemplo, 1a sincronizacién.

SINCRONIZACION

La sincronizacion, es la capacidad
de los ritmos circadianos, y de los ritmos
bioldgicos en general, de ajustar su fase a
la de fendmenos ciclicos ambicntales, de
tal forma que el tiempo bioldgico
mantenga una adecuada correspondencia
con el tiempo geofisico’. Esto implica, que
para cada ritmo bioldgico sincronizado,
debe existir una variable ambiental ciclica
a la cual se acople la oscilacion biologica.
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Para estas variaciones ciclicasen los
factores ambicntales, Aschoff acuiid el
término "Zeitgeber" (dador de tiempo);
Halberg y cols., acuiaron "sincronizador”
y Pittendrigh®® propuso "agente
sincronizante”. En términos practicos,
estos tres términos son sindnimos, y se
refiecren a variables ciclicas como el
fotoperiodo, la temperatura, los contactos
sociales, el ruido, el alimento, etc. Debido
a lo comin de st uso, en adelante,
cualquicra de estas variables serd referida
como "el sincronizador".

Como se menciond, el mecanismo
que permite a los osciladores bioldgicos
medir el tiempo es una caracteristica de
gran valor adaptativo, Durante la
evolucion de la organizacion circadiana,
los ciclos diarios de luz y temperatura
impusieron  cambios periédicos y
predecibles sobre el medio interno de las
células primitivas. Este orden, derivé de la
variacion incvitable en los coeficientes de
las reacciones de los constituyentes
celulares, y del cuello de botella creado
por la temperatura y la oscuridad®. En
otras palabras, habria un tiempo preciso
para algunas reacciones foto y
termoquinticas, y este orden interno fue
seleccionado como un programa temporal.
Sin embargo, conforme la Tierra orbita al

Sol, las caracteristicas de los
sincronizadores varian, y por lo tanto, la
sefial de tiempo externo que ¢l sistema
requiere para sincronizarse debe ser lo
mis confiable y "libre de ruido" posible.
Este sincronizador es sin duda, el ciclo
luz-oscuridad, que de acuerdo con la
hipétesis de Biinning® serviria no sélo
como sefal para medir el ciclo LO cada
dia, sino también el ciclo estacional. Esto
significa, que las oscilaciones circadianas
funcionarfan  también como relojes
fotoperiddicos a través de la medicion
cotidiana de la duracion del dia y/o la
noche. Esta hipdtesis, que Pittendrigh
considera esencialmente correcta™ fue el
punto de partida para investigar el
mecanismo por el cual Ia luz controla Ia
fase (sincroniza).

EL. CONTROL DE LAS OSCILACIONES
CIRCADIANAS POR CICLOS DE LUZ

Aun no es del todo claro cuil es el
mecanismo de accién de la luz para el
control de las oscilaciones circadianas. Es
claro que al menos habria dos posibles
propuestas: la primera involucra una
accion continua, ténica o paramétrica del
sincronizador sobre el oscilador, es decir,
Ia sincronizacién puede darse a través de
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la accién continua de la luz sobre la
velocidad angular det oscitador. De
acuerdo con los modelos de
sincronizacién paramétrica (SP), los ciclos
de luz ejercen su efecto sobre ¢l oscitador
circadiano acelerandolo o frendndolo
alternamente  conforme la  porcidn
luminosa del ciclo cae en las regiones de
avance o retraso de la CRF¥, La segunda
propuesta para explicar el mecanismo de
accién de la luz sobre los osciladores
biologicos sostiene que éstos podrian
ajustarse abruptamente una o dos veces al
dia cuando el ambiente ofrece seitales de
tiempo como el crepisculo o fa aurora.
Este mecanismo es conocido como
sincronizacién discreta, fisica o no
paramétrica®® (SNP). A este respecto,
Pittendrigh®  considera que ambas
acciones pueden tener influencia sobre el
oscilador. Estas propuestas proveen de
explicaciones que pueden ayudar a
entender la sincronizacion de los ritmos
observados en animales de hdabitos
nocturnos y diurnos. En gencral, los
animales nocturnos, como por ejemplo, el
acocil, estén expuestos a seitales discretas
de luz (SNP), mientras que animales
diurnos como la mosca de la fruta, se
exponen a un fotoperiodo completo (SP)
con las correspondientes transiciones
liz-oscuridad-lvz.

No obstante, es posible sincronizar
ritmos  de  animales  diurnos  bajo
protocolos de SNPY, asi como ritmos de
animales nocturnos en  SP'% Mas
inportante aun, es el hecho de que un
ritmo circadiano pueda ser sincronizado
ante una sola perturbacion discreta por
ciclo (p. ¢j. 15 min de luz a 500 lx),
independientemente de los habitos del
animal y del tiempo del oscilador en que
se aplique la perturbaciéon. Estas
evidencias parccen sugerir, que la accion
mds importante de la luz para la
sincronizacion de un ritmo es discreta.
Daan®, seiala que la influencia que
pudiera ejercer la luz de una manera
continua sobre la velocidad angular del
oscilador serfa muy poco significativa, ya
que el dia subjetivo, de TC 0 a TC 12 (la
parte del ciclo que en estado estable
sincronizado coincide con el periodo
diario de luz) es frecuentemente
caracterizado por suinsensibilidad a la fuz.

A partir de estas observaciones se
plantea la posibilidad de que la luz corrija
abruptamente la fase del ritmo para poder
sincronizarlo cada ciclo. Es decir, un ritmo
circadiano se sincroniza avanzando o
retrasando su fase cada ciclo en una
cantidad igual a TAU - T, donde TAU es
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¢l periodo del oscilador que controla el
ritmo manifiesto y T es el periodo del
sincronizador.

Ejemplo: Suponiendo que

TAU = 235hy
T=24h
entonces TAU -T = 051

Por lo tanto, para sincronizar este
ritmo, la luz debe ocasionar un cambio de
fase en el oscilador retrasindolo 0.5 h
cada dia. Pittendrigh demostrd que estos
cambjos de fase eran instantineocs y que
estaban bien descritos por la CRF, upa
vez conociéndola, puede ubicarse
claramente el TC en e} cual, una sepal
sincronizadora ocasionard el cambio de
fase observado. Para el ejemplo anterior,
puede tomarse como referencia hipotética
la CRF de la figura 1, en ella, se observa
que un retraso de fase de 0.5 h, se
presenta aproximadamente en el TC 12,
Es decir, para que un pulso de luz
aplicado cada 24 horas sincronice el ritmo
circadiano en cuestion, 1a tuz debe incidir
sobre el oscilador en et TC 12
retrasdndolo 0.5 horas por ciclo.

Estas observaciones sin embargo,

1o permiten entender cémo se sincroniza
un  ritmo  circadiano en  condiciones
naturales, en donde ¢l organismo no esti
expuesto a un pulso de luz breve, sino a
dos (si se trata de un animal nocturno) o
bien, a un fotoperiodo completo (si es
diurno). Si se acepta que la accién de la
Iuz sobre los osciladores es mas bien
discreta, puede explorarse Ia
sincronizitcion a través de la simulacion de
las sefiales de tiempo que reciben los
organismos cada 24 h. Un fotoperiodo
completo puede simularse empleando dos
pulsos de luz en las correspondientes
zonas de transicion luz-oscuridad-luz, lo
que s¢ conoce como Fotoperiodo
Esqueleto™.

Por medio del uso de fotoperiodos
esqueleto, Pittendrigh demostré que los
cambios de fase evidentes en Ia CRF eran
instantdneos, ya que ¢l cambio de fase
provocado porun primer pulso le permitié
conocer exactamente el TC en cl cual ese
primer pulso habia incidido sobre el
oscilador, Si era cierto, él podrfa predecir
el cambio de fase que un segundo pulso
de luz produciria al conocer de antemano
el TC en el que éste incidiria. En nuestro
ejemplo hipotético, un primer pulso de luz
que ocasionara un retraso de fase de 0.5
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h, es decir en el TC 12 permitiria predecir
que si este cambio fuera inmediato, un
segundo pulso aplicado por ejemplo 3
horas después (TC 14.5) ocasionaria un
retraso de fase de 3 horas (Fig. 1).

El uso de fotoperiodos esqueleto,
también permitié entender como  se
sincroniza un ritmo circadiano ante dos
seiiales de tiempo (aurora y crepisculo)
en cada ciclo de 24 h. En este caso, el
cambio de fase ocasionado por el primer
pulso mis el provocado por el segundo
ocasionan un cambio de fase (avance o
retraso) que en conjunto es igual a TAU -
T. En estas condiciones, los dos pulsos
deben causar un cambio de fase de igual
magnitud, pero en sentido contrario y la
fase en el estado estable sincronizado es
independiente del TC en que se presente
¢l primer pulso. Explorando todos los FE
posibles y todos los TC para comenzar los
estimulos ciclicos” se encuentra que el
sistema siempre asume un dia subjetivo
tinico para un FE dado y éste siempre
corresponde al intervalo mds corto entre
los pulsos”. Esto Hevé a los investigadores
a plantear el concepto de noche minima
tolerable (NMT). Cuando la separacién
entre los dos pulsos de luz que constituyen
el FE ofrece claramente un periodo corto
y otro largo, el oscilador identifica sin

problemas al corto como el dia subjetivo,
y al largo como la noche subjetiva. Sin
embargo, si los pulsos se van moviendo,
de modo que ambos periodos de
oscuridad cada vez se acercan mas a la
simetria, la sincronizacién se vuelve
inestable hasta el punto en que la fase del
ritmo salta, y el pulso que antes cra
identificado como el inicio del dia
subjetivo, ahora lo serd como el inicio de
la noche subjetiva y viceversa. A la zona
en que la sincronizacidn es inestable,
pudiéndose presentar en alguno de los dos
periodos de separacion entre los pulsos de
luz, se le llama zona de biestabilidad.
Tanto la NMT como la zona de
biestabilidad varfan segiin el ritmo que se
analice, y dependen tanto de TAU como
de la relacién avances/retrasos de la CRF.

Ahora bien, existe evidencia de que
la relacidn de fase estable entre el ritmo
manifiesto  y el sincronizador, no
necesariamente e¢s prueba de
sincronizacién. En  ocasiones, el
sincyonizador puede actuar directamente
sobre los sistemas efectores de la
ritmicidad sin afectar 1a velocidad angular
del oscilador. Este fendmeno conocido
como enmascaramiento ha sido propuesto
en si mismo, como olra estrategia
adaptativa de los osciladores biologicos™,




OSCAR CASTARON CERVANTLS, 1996 19

y para distinguirlo de la sincronizacién,
basta suspender el estimulo sincronizador
y observar la fase que el ritmo presente en
el siguiente ciclo. Si al desaparecer el
estimulo ciclico, 1a fase del ritmo presenta
un salto, la mueva fase evidenciari el
comportamiento real del oscilador que
controla ese ritmo y que se encontraba
enmascarado por dicho estimulo (Fig. 2).
Por el contrario, si la ausencia del
sincronizador no acasiona un salto de fase
en el ciclo inmediato posterior, entonces,
el comportamiento observado durante su
presencia esefectivamente, sincronizacion.

ONTOGENIA DE LOS SISTEMAS
CIRCADIANOS EN INVERTEBRADOS

La ontogenia, es la historia de Ia
vida de un individuo desde la fertilizacion
del huevo hasta la adquisicion del estado
adulto, El estudio de la ontogenia de los
sistemas  circadianos, se refiere al
conacimiento de los procesos anatdmicos,
neurofisiolégicos y neuroendocrinos
implicados en la maduracion y activacién
de estructuras y funciones que proveen al
organismo de un sistema de organizacion
temporal durante su ciclo vital, Incluye los
medios por los cuales las partes del
sistema surgen y se organizan, los

DIAS EN REGISTRO

.
.
e L las

%3

TIEMPO EXTERNO (h)

Figura 2. Enmascaramiento del ritmo de
locomocion del criseto dorado inducido
por un ritmo de temperatura ambiental.
Se observa que al retirar el estimulo
ambiental (dia 35, aprox.), 1a fase, el inicio
de actividad, muestra un salto sibito que
corresponde a la fase previa al ritmo de
temperatura.  Modificado de  Aguilar-
Roblero, 1993.

niecanisinos que gujan esta emergencia,
asi como las causas y efectos de la pérdida
de organizacién con la edad”.
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Las distintas funciones de cualquier
ser vivo se van organizando |y
manifestando a través del tiempo, es decir,
todo el sistema bioldgico emerge y
comienza a comunicarse poco a poco
hasta alcanzar su grado de madurez, tanto

en estructura como en funcion.

Para estudiar la forma en que surge
una funcién ampliamente conservada en
los seres vivos, es importante contar con
modelos  bioldgicos adecuados. Los
invertebrados, como animales menos
complejos estructuraimente resultan una
buena opcién. Como se menciond, en
estos animales cs posible contar con
sistemas nerviosos con un némero menor
de neuronas, y en ocasiones, de mayor
tamafio que las de un vertebrado.

Al abordar el problema de la
génesis de un sistema circadiano se
plantea la posibilidad de que exista alguna
memoria o cédigo para que la informacion
sobre el periodo o la fase de un ritmo
circadiano persista de una generacién a la
siguiente. Al respecto, ha quedado
plenamente demostrado que la ritmicidad
es una caracteristica endégena, y que la
capacidad de generar ritmos circadianos se
encuentra  codificada en genes
especificos®.

Otro aspecto importante se reficre
a la relacion entre la aparicion de un
ritmo manifiesto y el desarrollo de!
oscilador que lo controla. En Diosopliila
por ejemplo, la emergencia del adullo
desde Ia pupa es un cvento del desarrollo
controlado por un oscilador circadiano. La
presencia de  sincronizadores (luz y
temperatura) durante el estado larvario
determina la fase del ritmo de eclosion.
Sin embargo, esta informacidn no se
expresa sino lasta el estado adulto,
aunque se lia comprobado la presencia de
una oscilacion en los primeros estadios
larvarios”. En otras palabras, es probable
que el oscilador circadiano que guia el
ritmo no se encuentre acoplado con sus
vias de salida, y que este acoplamiento
ocurra  posteriorniente  durante el
desarrollo®. En este, como en otros
ejemplos, ha quedado de manifiesto que la
forma en que el (los) oscilador (es) se
desarroila (n) puede ser muy diversa. En
estudios de la ontogenia del ritmo de
amplitud del electrorretinograma (ERG),
en distintas especies de acocil, se ha
demostrado que durante las primeras
semanas de edad, los animales manifiestan
un ritmo de amplitud de ERG con una
frecuencia ultradiana con periodos de
entre 15 minutos y 4 horas. Al avanzar el
desarrollo, y cerca de los 30 dias de edad,
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ya es evidente un ritmo manifiesto con
caracteristicas circadianas, aunque distinto
del de los adultos. La aparicion gradual
del ERG podria ser consecuencia del
acoplamicnto de osciladores wltradianos
dependiente de la accidn de
neurosecreciones  liberadas  por el
complejo Organo X - Glandula Sinusal
que a sit vez cs controlado por estructuras
centrales, las cuales requeririan de cierto
tiempo de ‘maduracién antes de ser
funcionales®,

Si aceptamos que el sistema cireadiano
de organizacién temporal cambia durante
¢} desarrollo, cabe ahora preguntarse qué
es lo que ocasiona estos cambios, qué
determina la estructura especifica del
sistema, qué determina, por ejemplo, que
un animal sea diurmo o bien nocturno.
¢Podemos asumir que la organizacion
temporal de un adulto es propiedad
emergente de un sistema determinado
genéticamente, o acaso, el ambiente
también influye al darle forma?. Sin duda,
y al igual que sucede en el desarrollo
anatémico, ambas partes dan forma final
al sistema, pero hasta cierto punto,
cambios en el ambicnte pueden alterar el
desarrollo de un oscilador circadiano. Esta
es un drea importante en el estudio de Ia
ontogenia de los sistemas circadianos. La

presencia de  estimulos  sincronizadores
durante la  ontogenia proporciona
evidencias de los posibles mecanisimos de
sincronizacion asi como del tiempo que el
sistema pudiese requerir para funcionar en
forma acoplada con el ambiente,

En este seatido, se ha demostrado
que la luz, puede tener efectos
permareittes sobre algunas caracteristicas
esenciales de los osciladores circadianos.
En el caso de la cucaracha Leucophen
maderae, para evidenciar ritmicidad
circadiana no es necesario cxponer a los
animales a ciclos LO de 24 &, sin
embargo, si durante ¢l desarrollo, el
sistema es expuesto a ciclos LO distintos
de 24 b, el periodo del ritmo en oscilacion
espontinea dependerd de las condiciones
de iluminacién a las cuales haya estado
expuesto durante el desarrollo”.

En muchos animales, pero
particularmente en los invertebrados, una
caracterfstica importante es la adquisicion
de independencia locomotora
pricticamente desde el momento del
nacimiento. Debido a lo relativamente
sencillo que resulta detectarls, esta
conducta, ha sido ampliamente empleada
en ¢f estudio de Jos sistemas circadianos.
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En este sentido, se han descrito
algunas caracteristicas de la ontogenia de
los ritmos locomotores del grillo®,
cucaracha®™®, caracol® y acocil’?, entre
otros. El caso de la cucaracha Leucophea
maderae merece especial atencidn, ya que
se ha encontrado evidencia clara de que ¢l
oscilador circadiano que controla la
actividad locomotora esta diferenciado y
es suceptible de sincronizacion desde
etapas muy tempranas de la ontogenia. Ya
que la fase del ritmo de actividad se ajusta
a ciclos LO presentes antes de nacer, es
evidente que existe en ¢l embrién un
oscilador que puede sincronizarse al
menos desde una semana antes de la
eclosion®.

A partir de estos y otros estudios, es
claro que los sistemas circadianos de los
invertebrados  tienen un  desarrollo
ontogénico variado, aunque comparten
algunas caracteristicas importantes. Un
modelotradicionalmente cmpleadoparala
investigacién de algunos de estos
problemas es el acocil. Como se
menciond, la ontogenia de ritmos como el
ERG ha dado informacién importante
sobre la hipétesis del acoplamiento de
osciladores en Ia génesis de la ritmicidad
circadiana. En relacién con el RALM las
primeras evidencias apuntan hacia la

presencia de un oscilador distinto que el
que controla el ERG. Hasta ahora, parece
claro que el oscilador que controla el
ritmo  de  actividad locomotora  estd
presente, y es funcional, desde los
primeros estadios del desarrollo, aunque
la capacidad de éste para acoplarse con
sus vias de salida y con otros osciladores
enddgenos y exdgenos parece depender de
la maduracién de distintas estructuras que
requicren tiempos mas largos para
comenzar a funcionar adecuadamente'.

EL RITMO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA EN
EL ACOCIL

El ritmo circadiano de actividad
locomotora del acocil, ha sido objeto de
estudio desde hace mucho tiempo. Desde
un inicio, e incluso antes de que se
comenzara a hablar de osciladores
biolégicos y ritmos circadianos, el
mecanismo de control de la locomocién ha
recibido gran atencién de los
investigadores. Es bien conocido, que el
acocil es un animal nocturno,
caracterfstica anteriormente atribuida a
una supuesta intolerancia a las altas
temperaturas y luz brillante durante el dia,
Sin embargo, en uno de los trabajos
pioneros, y que describi6 una gran
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cantidad de caracteristicas de los acociles,
T.H. Huxley? escribio: "En el acocil...no
existe razén para dudar que toda accién
tiene una causa fisica definida, y que lo
que el animal hace en cualquier momento
podria ser claramente inteligible con tan
s6lo conocer todas las condiciones internas
y externas del caso, tal y como el
funcionamiento de un reloj lo es para
aquel que entienda de relojerfa”. Desde
entonces (1880) es claro que el sistema
nervioso estd, de algiin modo, involucrado
en la expresién de la actividad locomotora
de! animal®. Por su parte, Kalmus®
describié que el acocil continuaba activo
durante 1a noche bajo condiciones de
oscuridad constante y observd también
due este ritmo aparentemente desaparecia
al extirpar al animal los pedinculos
oculares, fo que o llevé a concluir que
estas estructuras eran los centros
reguladores de la actividad ritmica del
acocil.

No obstante, los pedinculos
oculares estin constituidos por varias
estructuras, entre ellas, los nervios dpticos
y el complejo 6rgano X-glandula sinusal.
De igual forma, hay evidencias de
inhibicién nerviosa de la actividad del
acocil, por lo que entonces, como ahora,
no est del todo claro, qué estructuras y

de qué forma controlan el ritmo
circadiano de actividad locomotora del
animal,

En el acocil adulto y en presencia
de un ciclo LO natural, el RALM ha sido
descrito como un 1itmo que en algunos
animales es unimodal?, y en otros
bimodal®¥**!. Aunque el tipo de ritmo es
generalnente constante, el tiempo y
duracion de 1a actividad pueden variar de
un dia a otro, y hay casos en que un
mismo animal puede presentar ambos
tipos de ritmo®. En ¢l acocil Procambarus
clarkii, estas conductas locomotoras
manifiestan diferente fase de inicio en
relacién a un ciclo LO®. El primer pico
de actividad (pico de encendido), podria
ser un reflejo locomotor de evitacion a la
luz disparado por via retiniana. El
segundo (pico de apagado), generahnente
ocurre alrededor de 30 minutos después
del inicio del periodo de oscuridad y es un
comportamiento guiado por un oscilador
circadiano probablemente localizado en el
cerebro y/o en los I6bulos épticos'®,

En la biisqueda del mecanismo que
controla el ritmo locomotor, las lesiones y
ablaciones han sido técnicas muy
practicadas. Como se menciond, la
extirpacion de los tallos oculares ocasiona
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un notable incremento en la actividad del
animal. Se pensé que si este efecto fuese
debido a la glandula sinusal, o a alguna de
sussecreciones, el ritmo debiera restituirse
al reimplantarla o inyectar extractos de
ella, Sin embargo, no hay cambios
significativos en la actividad de animales
sin tallos oculares inyectados con extracto
de glandula sinusal ni en aquellos a los
que se les reimplanté®?. Si la glandula
sinusal no influye directamente en la
actividad locomotora del acocil, entonces
el efecto observado tras la extirpacion de
los peddnculos oculares podria deberse al
corte de las fibras nerviosas presentes en
el tallo ocular, Al lesionarlas, sin extirpar
el tallo ocular o la gléndula sinusal,
Schallek®” observ6 el mismo incremento de
la actividad locomotora que en los
animales sin tallos oculares,

Con pocas excepeiones, la evidencia ha
demostrado que el oscilador circadiano
encargado del control del RALM en el
acocil, se encuentra en algin Iugar en el
ganglio cercbroide del animal. De acuerdo
con Schallek, la actividad de los apéndices
locomotores seria inhibida por fibras que
pasando por ¢l nervio dptico cruzaran la
linea media del cerebro. En un trabajo
posterior™ se observé que la ablacién
peduncular efectivamente ocasiona un

incremento en la actividad locomotora,
s6lo que en este ammento en amplitud
sigue manifestandose un ritmo circadiano
por varios dias. Estos resultados son
evidencia de al menos un posible oscilador
circadiano més alld del pedinculo ocular.
Un poco mas abajo, la lesion de los
conectivos circunesofdgicos (CCE) en el
acocil  Procambarus  clarkii  elimina
totalmente tanto las ritmos unimodales
como los bimodales, sugiricndo que los
canales de informacidon de ambas
conductas locomotoras estdn confinados
en estas fibras",

Debido a que después de lesionar
los CCE, la ablacién peduncular sigue
aumentando la cantidad de actividad, se
ha propuesto que alguna de las
secreciones del pedinculo pudiera inhibir
tonicamente la  actividad de las
extremidades locomotoras. La liberacion
ritmica de esta secrecion estaria
controlada por el comnectivo
circunesofégico, pero a su vez, podifa ser
mediada por fotorreceptores
extrarretinianos, Prosser’® descubrié que el
sexto ganglio de la cadena nerviosa ventral
de estos crustdiceos presenta caracteristicas
fotorreceptoras, sin embargo, Page y
Larimer”
fotorreceptores extrarretinianos noson los

demostraron que eslos
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responsables de la sincronizacion del
RALM, ya que éste ain se sincroniza
(aunque de forma inestable) en animales
sin tallos oculares y con cortes en los
conectivos entre quinto y sexto ganglio
abdominal. Del mismo modo, el corte de
los conectivos entre estos ganglios no
altera la- expresion del RALM en
oscuridad constante®.

Cualquier modelo que intente
explicar el control de la locomocion de
este animal debe tener en cuenta la
modificactén de la expresién de las dos
conductas (unimodal y bimodal) ante la
presencia del sincronizador. En este
sentido, el pico de encendido es
temporalmente inuy preciso, ya que ocurre
con un retraso mdxinio de uno o dos
minutos después del inicio del fotoperiodo
y aparentemente es controlado via retina®,
Mientras que el pico de apagado se
enfasaria a través de sincronizacion
extrarretiniana cerebral y seria controlado

por un oscilador circadiano®',

Después de varios  intentos,
finalmente se detect6 la presencia de otros
fotorreceptores extrarretinianos. Estos se
encuentran en el cerebro del acocil.
Sandeman® localizé estos fotorreceptores
en el margen exterior del ganglio

cerebroide del acocil Cherax destrucior.
Estos podrian ser los centros principales,
encargados de la sincronizacion del
RALM.,, ya que las fibras de estas células
terminan en el puente protocerebral,
proyectando caudalmente a neurdpilos en
el proto y deutocercbro, en donde
pudieran  hacer sindpsis con fibras
descendentes a los centros locomotores
correspondientes®.

Todo lo anterior sugiere que el
oscilador que controla el RALM en el
acocil, se encuentra en el ganglio
cerbroide. Dentro de esta organizacion, ¢l
oscilador circadiano a través de al menos
dos vias de entrada para la percepcion de
la luz (retina y cerebro/lébulos 6pticos)
controla neuronas cuyos axones se
encuentran en los conectivos
circunesofdgicos. Las interneuronas de
estos conectivos controlarian los centros
locomotores en los ganglios tordcicos.

Las caracteristicas del ritmo
circadiano de actividad locomotora en el
acocil hasta ahora descritas, corresponden
a animales adultos, en los que se han
llevado a cabo lesiones a los elementos
presumiblemente encargados del control
del ritmo observando c6mo se desorganiza
tras la perturbacion.
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Otra forma de abordar el
problema, cs observando la forma en que
la expresién del RALM cambia durante el
desarrollo. Es decir, mediante ¢l uso de
animales intactos, puede observarse la
aparicién y modificacion gradual de las
caracteristicas del ritmo y a través de
éstas, inferir el comportamiento del
oscilador circadiano.

Con esta aproximacion, Fanjul y
cols., abservaron que las caracteristicas del
RALM cambian durante la ontogenia, y
que estos cambios pueden estar
relacionados con la maduracion gradual
del propio oscilador circadiano, o bien de
las vias de sincronizaci6n y/o expresion del
ritmo®. El periodo, la fase y la amplitud
relativa, asi como la capacidad de
sincronizacion, son algunas de las
caracteristicas que pueden cambiar
durante el desarrollo de un organismo’.

Mediante el andlisis del RALM a
través de la ontogenia puede explorarse la
forma en que el oscilador circadiano se
acopla con todos los elementos que hasta
ahora se sabe, forman parte importante
del sistema de organizacion temporal. En
particular, el estudio de las caracteristicas
de la sincronizacién del ritmo durante el
desarrollo podria aportar informacién

relevante  sobre las  formas de
acoplamiento de los osciladores con sus
vias de expresion.




planteamiento del problema

LQue nunca vuelve?,

no es verdad,

realmente nunca se ha ido.

No es orgulloso, al contrario,

€s generoso, y a veces, muy paciente,
Siempre nos acompaiia

para ser testigo de lo que hacemos.
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Como se menciond, en algunos
invertebrados se ha detectado la presencia
de un marcapaso funcional y capaz de
ajustarse a sincronizadores ambieutales
desde ctapas muy tempranas del
desarrollo. Se dice que la presencia de un
oscilador, puede detectarse desde el
momento en que aparece la funcién que
controla. La actividad locomotora es un
comportamiento presente en el acocil
desde 1a eclosion. Durante un periodo de
dos semanas los animales juveniles sc
mantienen adosados al abdomen de la
madre hasta que adquieren total
independencia locomotora. Es a partir de
esta etapa que puede investigarse la
presencia de un oscilador circadiano
controlando la actividad ritmica del
animal.

En un trabajo auterior'’? se
demostr6 que en el acocil, el RALM e¢n
condiciones constantes, aparece como un
ritmo circadiano evidente a partir de los
primeros  estadios postembrionarios,
aunque la probabilidad de manifestacion
en estos estadios es baja. Al ir avanzando
el desarrollo delanimal la probabilidad de
manifestacion de este ritmo aumenta,
alcanzando un 90% de probabilidad a los
140 dias de edad. Sin embargo los
parémetros del ritmo: periodo, amplitud y

relacion  alfa/tho  son  notablemente
constantes a través de la ontogenia si se
comparan con los pardmetros y
caracteristicas de  otro  ritmo  bien
estudiado durante la ontogenia de este
animal, el ritmo de amplitud del
electrorretinograma (ERG)". Lo anterior
parece indicar un oscilador autosostenivio
responsable del RALM desde el inicio de
la vida postnatal del acocil, oscilador que
debido @ las caracteristicas de maduracion
de ambos ritmos podria ser diferente al
responsable del ritmo de amplitud del
ERG".

Durante la ontogenia tanto la
funcién del oscitador como la expresion de
los ritmos preceden a la capacidad de
sincronizacién a las claves temporales
externas’. Lo anterior parece ser cierto
para el ritnio de amplitud del ERGY, una
forma de analizar las caracteristicas del
sistema de organizacién temporal del
acocil es investigar si el establecimiento de
fa sincronizacién del RALM sigue un
curso similar al del ERG. Los
mecanismos de sincronizacién del RALM
durante la ontogenia no han podido ser
dilucidados” puesto que este sistema
presenta  mecanismos complejos  de
enmascaramiento  positivo 'y negativo
durante y después de la utilizacién de
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regimenes LO con fotoperiodos completos
atribuidos a cambios en la sensibilidad
durante el desarrollo.

Con este propdsito se decidid
emplear un protocolo de sincronizacién no
paramétrica, en donde a través del uso de
fotoperiodos  esqueleto  se¢  puedan
disminuir y evaluar los efectos del
enmascaramiento. Por otra parte, el
estudiar los aspectos de la sincronizacién
discreta permite evalvar, a través del
desarrollo del acocil, la interaccién entre
el marcapaso y los dos cambios de fase del
ritmo que se deben producir durante el
crepiisculo y la aurora en una especie que
en estado adulto se comporta como
nocturna, y que tendrd que adaptar su
noche subjetiva a los cambios estacionales
en el foto y escotoperiodo.

Los cambios temporales en la
capacidad de sincronizacién del RALM
podrian estar relacionados con cambios
durante el desarrollo en las estructuras
neurohumorales relacionadas con el
acoplamiento entre el sincronizador
ambiental y el marcapaso, o bien, que
pudiesen funcionar como vias para la
sincronizacién y manifestacion ritmica de
la actividad locomotora.




hipétesis

Todos tenemos uno proplo,

no obstante, podemos compartirlo
con todo el mundo.

En realidad como es nuestro

y no reclama, podemos hacer con él
lo que nos plazea.




OSCAR CASTANON CERVANTES, 1996 31

Si fa capacidad de sincronizacion de
un ritmo, es una propiedad que depende
del grado de maduracién del marcapaso
que lo controla, entonces, al avanzar la
edad de los animales, y por lo tanto, el
grado de funcionalidad del sistema
controlador del ritmo  locomotor,
aumentard también la capacidad de
sincronizacién del mismo.

Si la aparicion del RALM en
oscilacién espontinea’esta representando
un oscilador circadiano funcional, el ritmo
locomotor debe tener la capacidad de
sincronizarse a las claves temporales
externas desde los primeros estadios
postembrionarios, a menos que estructuras
que posiblemente funcionan como vias de
sincronizacion (fotorreceptores
circadianos y vias aferentes al marcapasa)
no estén maduras, o no se encueniren
acopladas con el o los osciladores.

Por otra parte, las variaciones en
las caracteristicas del sincronizador
ocasionardn cambios en la fuerza de
acoplamiento entre éste y el ritmo. Lo
anterior  permitirfa  investigar las
relaciones entre los sistemas de deteccion
y las seiales externas, ademés de algnnas
propiedades  del  sistema como la

biestabilidad, angnfo de fase, noche
minima tolerable y establecimiento de fa
noche subjetiva desde fas primeras etapas
de la ontogenia.




objetivos

Como siempre,

solemos abusar de lo que
aparentemente tenemos en abundancia,
entonces, muchos lo desperdician,
lo gastan en tonterfas. A veces,

se le culpa de lo que no hicimos o
hicimos mal.
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OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar  la  sincronizacion  no
paramétrica del ritmo circadiano de
actividad locomotora del acocil durante la
ontogenia.

I. EBvaluar las relaciones entre el
sincronizador y el sistema circadiano

durante la ontogenia.

2. Caracterizar el efecto de dos pulsos de
luz (amanccer y crepusculo) sobre la
naturaleza exdégena y endédgena del ritmo
locomotor del acocil.

3. Evaluar la capacidad de! ritmo
locomotor del acocil para sincronizarse a
periodos de oscuridad de duracién distinta
desde los primeros estadios
postembrionarios.

4. Investigar la eficiencia del uso de
protocolos de sincronizacion no
paramétrica como una herramienta para
dilucidarlos mecanismos de sincronizacion

en Procambarus clarkii.




métodos

Cuando realmente se va,

cuando ya no estard mds con nosotros,
lo vemos desde lejos

con nostalgia y arrepentimiento.

A pesar de que nos aprovechamos
de su compaitla y de desperdiciar
las oportunidades otorgadas,

le pedimos que se quede,

que no nos cobre tan caro

lo que hicimos o no hicimaos con él.
Pero la culpa no es suya,

¢l no es rencoroso,

simplemente no tiene opcion,

liene que irse para siempre.
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MATERIAL BIOLOGICO

En este trabajo se utilizaron acociles
Procambarus clarkii. Se selecciond un
grupo de reproductores  previamente
colectados en el campo y mantenidos en el
Laboratorio de Neurofisiologia
Comparada de la Facultad de Ciencias de
la UNAM. Los adultos se instalaron en
acuarios con aireacion continua y buena
calidad del agua cn proporcion de dos a
tres hembras por macho bajo un ciclo 1.O
12:12 con una intensidad luminosa de 200
Ix y temperatura de 23+1°C para reducir
el tiempo de desarrollo embrionario. Se
Hevd a cabo una revisién periddica de las
hembras para detectar la oviposicion, una
vez ocurrida ésta, cada hembra ovigera fue
aislada y revisada constantemente. A
partir del momento de la eclosién de los
huevecillos se considerd el dia cero de
edad. Por lo tanto, todos los animales
empleados en csta investigacion
cclosionaron cn el laboratorio bajo
condiciones controladas.

Debido a las caracteristicas en el
desarrolio de estos crusticeos, fue
necesario esperar dos semanas después de
la eclosién, durante las cuales, los
juveniles permanecieron adosados al

abdomen de la madre pasando por un par
de mudas y adquicriendo independencia
locomotora. Una vez libres, los acociles
juveniles se mantuvieron bajo el mismo
ciclo LO 12:12 hasta el inicio de los
experimentos.

REGISTRO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA

La actividad de los animales fue
monitoreada mediante el dispositivo que
se ilustra en la figura 3. Cada animal fue
registrado en condiciones de movimicnto
no restringido en cdmaras de actividad
locomotora construidas especialmente
para ello. Cada cdmara de acrilico negro
de 25x10x15 cm estaba provista de cuatro
fotodiodos con un pico de emisién de 900
nm -lo que estd lejos de la sensibilidad
visual del acocil'- colocados cada 5 cm
sobre la pared lateral de mayor tamafio y
aproximadamente a 0.5 cm del fondo de la
cimara de registro. Frente a cllos, se
encontraban cuatro sensores infrarrojos
que recibian el haz de luz emitido por los
fotodiodos respectivos. Al reptar, ¢l acocil
interrumpia el haz infrarrojo, lo que
determinaba que el sensor enviara una
seital hacia una computadora en donde
dicha seial se capturaba como un
movimiento. Cada vez que el acocil
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Figura 3. Dispositivo de registro de la
actividad locomotora del acocil. Las
cémaras de registro se colocaron por pares
en los cubjculos correspondientes (C1 a
C4 del mueble aislante (MA).

caminaba a lo largo de la cimara de
registro se contaban cuatro movimientos.
Si por alghn motivo el animal se detenia
en el paso de un haz infrarrojo, el
movimiento no era contabilizado como tal,
hasta que la interrupcién del haz de luz
terminara. El nlimero de movimientos de
cada animal se colapsé en bloques de
tienipo (bins) de 20 minutos y/o una hora.

Las cimaras de registro se colocaron
por pares, en cubiculos dentro de un
mueble aislante con espacio para 8
cdmaras (Fig. 3). Cada cubiculo contaba
con una limpara de luz blanca de 9 watts
(Philips PL*9) colocada a 30 cm de altura,
una bomba de aire (Optima pumip) con
dos salidas para mangueras de plédstico
que se dirigian a las cAmaras de registro y
una conexién a un sistema de ventilacion
que controlaba la temperatura.
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DISENO EXPERIMENTAL

Tanto la sensibilidad espectral del
ojo del acocil conto la expresion de la
actividad locomotora cambian durante la
ontogenia''2, De estos trabajos se inficre
que puede haber una etapa critica en el
desarrollo del sistema circadiano de estos
animales alrededor de las primeras seis
semanas de edad. Entre las 8 y 10
manifestarse  un
importante cambio de fase en ¢l ritino de
amplitud del ERG del acocil que lo lleva
a presentar finalmente las caracteristicas
propias de un animal nocturno. Enseguida,
parece que se lleva a cabo una etapa final
de maduracién en donde terminan por
aparecer las propiedades del sistema
circadiano del adulto. No es sino hasta los
10 0 12 meses de edad que en condiciones
naturales esta especie alcanza el estado
adulto*. Tomando en cuenta lo anterior y

semanas, parece

con base en las fechas de eclosion, los
acociles juveniles eclosionados en el
laboratorio fueron divididos en los
siguientes grupos de edad:

Grupo [n | edad (semanas)
I 15 2a6
15 Tal2
It 1S 13a18

Con el propésito de analizar las
caracteristicas de la sincronizacién del
ritmo circadiano de actividad locomotora,
los animales de cada grupo de edad
fueron registrados bajo tres fotoperiodos
esqueleto (FE), correspondientes a los
fotoperiodos completos LO 8:16 (extremo
moderado), 12:12 (equinoccial) y 20:4
(extremo latitudinal), empleando 5 de los
15 animales de cada grupo de edad para
cada FE. Cada fotoperiodo esqueleto
constd de dos pulsos de luz de 50 Ixy 30
min de duracion (Fig. 4).

El encendido y apagado de la luz
proporcionada por l!as lamparas ya
seitaladas, era controlado por un reloj
interruptor automético (Micronta, Mod.
[10694) de la siguiente manera:
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Fotoperiodo Hora del primer Hora del segundo | Fotoperiodo
completo simulado pulso pulso esqueleto
8:16 10 14.5 30:7:30":16
12:12 1.0 18.5 30°:11:30:12
20:4 10 2.5 30:19:30"4
El uso de protocolos de FC12:12

sincronizacién no paramétrica permite
estudiar la respuesta del RALM del acocil
con una cantidad mucho menor de luz que
la empleada en trabajos anteriores, por lo
que algunos de los posibles efectos de
enmascaramiento antes observados pueden
climinarse o reducirse. Al utilizar estos
protocolos se tiene ademds otra ventajaya
que cada fotoperiodo esqueleto estd
abierto a dos interpretaciones. Por
ejemplo, un fotoperiodo esqueleto LO
10:14, también pude ser interpretado por
el animal como LO 14:10.

Antes de entrar en registro, los
animales se encontraban bajo un régimen
LO 12:12 (Fig. 4) en donde el fotoperiodo
comenzaba a las 7:00 y terminaba a las
19:00 horas. Siempre se montd registro
durante las dltimas horas de la fotofase,
por lo que el pulso de las 7.0 h fue la
primera sefial de tiempo que todos los
animales recibieron, esto quiere decir que
dicho pulso podria ser considerado como
de amanecer.

30.7:30"16 =FE 8:16
P2

301 1:30’:1%; FE12:12

30118:30"4 = FE 20:4 #2

14 21
TIEMPO EXTERNO (h)

Figura 4. Protocolo experimental. Para
cada fotoperiodo esqueleto (FE) se
registraron 15 animales, 5 por grupo de
edad. Cada pulso de luz fue de 30 min, de
duracién y 50 Ix de intensidad. El primer
pulso (P1) siempre se aplic6 a las 7.0 h,,
mientras el segundo (P2), se aplicé a
diferente hora de acuerdo con el FE
correspondiente. Antes del registro, los
animales se mantuvieron en un
fotoperiodo completo (FC) 12:12, Después
de 10-20 dias en FE se continué el
registro en oscuridad constante durante 10
dias més.
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Una vez en la camara de registro,
los animales eran introducidos en el
cubiculo correspondiente  del mueble
aislante para comenzar el protocolo
experimental bajo uno de los FE. El
periodo de registro en fotoperiodo
esqueleto durdé un minimo de 10 y un
méximo de 20 dias. Al terminar éste se
continué el registro durante 8 a 10 dias
mas en condiciones de oscuridad
constante. Durante todo el experimento, la
temperatura  se mantuvo controlada
(20£1°C) y una vez cada ocho dias se
oxigend el agua y se alimenté a los
animales con una rodaja de zanahoria
cocida.

ANALISIS DE DATOS

Para analizar los cambios de
actividad en el tiempo, se construyeron
actogramas de doble grafica empleando
para ello el programa de c6mputo TAU
(Minimitter, Co., Inc. EUA). Los
actogramas (Fig. 2) consisten en graficar
en las abscisas la actividad de los animales
a lo largo del dia y en las ordenadas, los
dias sucesivos en registro. Se les llama
actogramas de doble gréfica debido a que
en las abscisas se grafica dos veces el ciclo
de 24 horas, pero con un desfasamiento

de un dia. Asi, en un mismo renglon del
actograma esta graficnda la actividad para
el dia uno y dos, en ¢l siguiente renglon,
los dias dos y tres, tres y cuatro, y asi
sucesivainente.

Tanto en FE como en oscilacion
espontdnea, se calculé el periodo del
RALM mediante el periodograma® de X*
en el que se consideraron como periodos
significativos, solo las espigas por encima
del nivel de significancia del 99%
(P<0.01) en una ventana de entre 10y 30
horas. Para la evaluaci6én de bimodalidad
en el ritmo se utilizé la curva promedio de
actividad  calculada con el mismo
programa  de computo. Esta curva
representa la media estadistica de los
datos ordenados con base en el periodo
calculado por el periodograma.

EVALUACION DE LA SINCRONIZACION

El grado de ajuste del ritmo al
fotoperiodo esqueleto se basd en el valor
de periodo obtenido mediante el
periodograma, en el que se considerd un
valor critico entre 23.9 y 241 h. Para
seleccionar una fase, se miarcaron y
evaluaron tres posibilidades a partir de los
actogramas: 1) el inicio de la actividad; 2)
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la barra de actividad que representara
aproximadamente ¢! 50% de la amplitud
mixima, y 3) la barra de actividad de
mayor amplitud. De estas tres fases, se
escogié aquella que fuese més estable, es
decir, 1a de menor varianza, Con esta fase
se calculd la regresion lineal para cada
registro mediante ¢l método de minimos
cuadrados y con la ecuacién de la recta
correspondiente, se obtuvo el valor de la
fase para el iltimo dia en fotoperiodo
esqueleto (F1). Se empled el mismo
método para el célculo de la fase para el
primer dia en oscilacién espontinea (F2).
Entonces, para evaluar el control de fase
se compararon F1 y F2 tomando ademis
en cuenta el valor del periodograma para
ambos periodos de registro. Sc considerd
control de fase cuando:

TAUl - TAUZ =F1 -F2 % 1 h
(ecuacién 1)

donde:

TAUI = periodo del ritmo en fotoperiodo
esqueleto

TAU2 = periodo del ritmo en oscilacién
espontdnca después del FE

F1 = fase para el iltimo dia en
fotoperiodo esqueleto

F2 = fase para el primer dia en oscilacién
espontianea

La banda de confianza de % lhse
determiné  evaluando  los limites de
confiabilidad de las regresiones lineales
s6lo en los registros con ajuste exitoso, es
decir, en aquellos en donde la relacion de
fase entre el ritmo y ¢! sincronizador fue
mds estable. Si bien este pardmetro no
tiene antecedentes en los métodos
empleados para evaluar control de fase, su
uso resuita de la necesidad de encontrar
apoyo en un andlisis matemdtico del
comportamiento del ritmo mds alld de una
determinacion arbitraria mediante la sola
observaciéon del actograma.
Adicionalmente debe recordarse que los
valores de fase calculados, corresponden al
resultado de una regresion lincal,y noala
observacion directa de la fase en el
actograma, que en ocasiones no es posible
debido a la irregularidad de este ritmo,
por lo que no existe una correspondencia
entre la fase real y la fase caleulada, hecho
que hace necesario el uso de esta banda
de confianza de = 1 hora.

Ejemplo:

Se tiene el registro de un ritnio de
actividad que en fotoperiodo esqueleto
ticne un valor de periodo de 24.1 h
(TAUl)y que en oscilacion espontdnea, el
periodograma arrojé un valor de 23.6 h
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(TAU2). Por el método de minimos
cuadrados se calculd que la fase para el
filtimo dia en FE (I°1) se coloco a fas 20.3
h y que la fase para el primer dia en
oscilacién espontinea (F2) se presentd a
las 18.9 h.

Aplicando Ia ecuacion | tenemos que:
TAUI - TAU2 = 24.1 - 236 = 05 h
F1-F2=203-189 = 14h

Para que haya control de fase
TAU1 - TAU2 debe ser ignal a F1 - F2 &
1 h. En este ejempio F1 - F2 = 1 h es
iguala 14 + 1 = 24y14-1 =04, Por
Jo tanto se considera que la igualdad se
cumple, es decir, hay control de fase si la
diferencia entre TAU1 y TAUZ (0.5) esta
entre 04 y 2.4 h. En este ejemplo la
ccuacion 1 se cumple.

Por lo tanto, para determinar la
proporcion de registros en donde cl
RALM se sincronizé fue uecesario que
ademds de un ajuste exitoso (valor de
periodo entre 23.9 y 24.1 h) y la fase mds
estable, el ritno presentara control de
fase, Los casos donde el ajuste fue exitoso
pero fall6 el control de fase fueron
considerados como enmascaramicnio. El

resto de los registros se considerd como
de no ajuste.

La interpretacion que el sistema
cireadiano  haga de los distintos FE
depende del intervalo de oscuridad en
doude se encuentre la fase det ritmo y del
pulso de luz que lo haya sincronizado.
Para determinar lo anterior se calculd el
angulo de fase (diferencia entre la hora
del pulso de luz y la hora en que se
presentd la fase) para cada pulso de tuz.
Se establecié como el pulso sincronizador
del ritmo, al mis cercano a la fase, es
decir, aquel con el que hubiese un ingulo
de fase menor. Asi misio, el periodo de
oscuridad en donde se colocé la fase fue
considerado como el intervalo que el
animal identificé como noche. Tanto la
fase como el dngulo de fase, representan
el promedio calcutado para todos los dias
de registro en fotoperiodo esqueleto una
vez que ¢l ritmo se sincronizo, es decir,
después de los ciclos transitorios. Asf, a
partiv de los actogramas, la fase y el
dngulo de fase se calcularon para cada dia
y después se obtuvo el promedio.
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Finalmente, se intentd investigar si
la fase en que incidieron los pulsos de luz
que sincronizaron el ritmo determiné la
forma (avances o retrasos de fase) en que
éste se sincronizd. Para ello se empled
como referencia la CRF para el RALM
del acocil adulto. Para la evaluacion
estadfstica de la tendencia de distribucién
de la fase promedio en fotoperiodo
esqueleto  en  los ritmos que se
sincronizaron se aplicaron dos pruebas de
estadistica circular, las pruebas de
Rayleigh y Rao.




resultados

Pero no todos lo tiran por la borda,
para muchos es el mejor amigo,

el mejor companiero,

el tinico que no te deja solo.

Y es que con él se puede hacer tanto,
se pueden crear cosas tan maravillosas.
1Qué serfa de esta Tierra,

de la vida en ella sin su ayuda!
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CARACTERISTICAS GENERALES DE 1A
ACTIVIDAD LOCOMOTORA

La actividad locomotora del acocil
Procambarus clarkii cambia durante el
desarrollo. En general, desde edades muy
tempranas los animales manifiestan
ritmicidad  circadiana, ya que en
fotoperiodo  esqueleto 'y  oscilacién
espontanea, los 45 animales empleados en
este estudio presentaron ritmos de
actividad con periodos circadianos

significativos al 99%.

La actividad se presenta en bloques
que pucden tener una duracion variable
desde 1 hasta 6 horas. Ademis del
periodo de reposo del ritmo (dia), dentro
del principal bloque de actividad (noche)
hay pequefios periodos de inactividad,
igualmente, hay algunos bloques de
actividad presentes en el periodo de
reposo. Al avanzar el desarrollo, Ia
capacidad del sistema para ordenar y
restringir la actividad a un solo periodo
(noche) aumenta, persistiendo la actividad
fraccionada, pero desapareciendo durante
el periodo de reposo.

SELECCION DE FASE

Siguiendo el método descrito para
evaluar sincronizacion se seleccioné como
fase el valor de méxlma amplltud, ya que
de las tres fases calculadas ésta fue la mds
estable. Los valores de varianza + error
estindar calculados en los periodos de
registrobajo fotoperiodo esqueleto fucron:

Fase Var + error estandar
a. inicio de actividad 14.8 » 3.2
b. 50% de la amplitud
méxima 126 + 2.9
c. valor de amplitud
méxima 119 x 2.1

Con esta fase sc calculo la
regresion lineal por minimos cuadrados
para todos los registros tanto en
fotoperiodo esquelto como en oscilacién
espontinea.

EVALUACION DE AJUSTE, CONTROL DE FASE
Y SINCRONIZACION

Para investigar el significado de los
cambios observados se evaludla capacidad
de ajuste, control de fase y sincronizacion
del RALM a los fotoperiodos esqueleto.
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Como se menciond en la seccidn de
métodos, cuando se combinaron dos
eventos (ajuste al fotoperiodo esqueleto y
control de fase), se considerd que el ritmo
locomotor  efectivamente se habia
sincronizado. El mimero de casos de
ajuste exitoso al FE (valor de periodo
entre 23.9 y 24.1 h) aumentd con la edad
(Tabla ), mientras que el control de fase
esti presente desde ¢l primer grupo de
cdad y en todos los fotoperiodos esqueleto
investigados (Tabla II).

Tabla |. Casos de ajuste exitoso’
al fotoperiodo esqueleto.

FE 816 1212 204 T
Grupo I ] 0 22
Grupo 11 2 2 8
Grupo I 4 4 4 12
T 6 8 8

* Valor de periodo entre 239 y 4.1 b, FE =
foloperiodo esqueleto, T = total

Tabla I. Casos con control de fase

FE 816 1212 204 T
Grupo | 3 2 2 7
Grupo Il 3 2 4 9
Grupo Il 2 4 3 9
T 8 8 9

FIE = fotoperiodo esqueleto. T = tolal

A partir de estos resultados fue
posible obtener el mimero de registros
que habia cumplido con las condiciones
seialadas para considerar sincronizacién.
Desde una perspectiva general, podemos
decir que la sincronizacién aumenta con la
edad. Unma medida del grado de
funcionalidad de las vias de sincronizacién
del RALM es su capacidad de respuesta al
estimulo sincronizador, ya sea a través de
sincronizacidon o enmascaramiento, en este
estudio, el ritmo circadiano de actividad
locomotora del acacil respondid de una u
otra forma a la presencia del sincronizador
y los casos en que no hubo respuesta (no
ajuste) también disminuyeron al avanzar la
edad de los animales (Fig. 5).
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De estos resultados se desprende
que de los 45 registros iniciales, son 15 -
33.3%- los que mostraron un valor de
periodo entre 23.9 y 24.1 L, y ademids,
control de fase, es decir, sincronizacion
real al fotoperiodo esqueleto (Tabla [1I).

NOMERO DE CASOS

FE 8:16
A
- O ~
FE 12:
B 12
- ey -
- -
GRUPO t  GRUPO 2 GRUPO 3

B SINCRONIZACION
V7] ENMASCARAMIENTO

[77] NO AJUSTE

NUMERO DE CASOS

¢ FE 20:4
3F == “
2 .
1F .
oL i

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3

Figura 5. Respuesta de los animales a los
diferentes fotoperiodos esqueleto. A) FE
8:16, B) FE 12:12, C) FE 20:4. Al avanzar
la edad en todos los casos disminuye la
falta de respuesta al FE (no ajuste),
mientras que en B y C es claro que
aumenta el nimero de animales capaces
de sincronjzar su actividad locomotora.
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Tabla Ill. Sincronizacién del RALM a diferentes fotoperiodos esqueleto.
No. Gpo FE tal tau2 [l 2 Fase Psipl Psip2 noche
reg. (h) (h) m m @ W (h)
34 1 204 240 239 197 206 203 107 6.2 19
1 2 816 240 245 M3 128 156 -B6 -l 16
9 2 g6 239 252 108 116 158 -88 13 16
21 20 1212 240 242 43 40 39 31 94 12
25 2 1212 240 239 129 120 113 43 11 It
37 224 239 247 134 144 205 105 6.0 19
40 2 204 241 224 206 218 202 108 63 19
1 3 816 240 220 180 181 141 71 04 1
12 3 816 239 225 143 129 142 72 03 7
27 3 1212 240 254 161 148 181 -1L1 04 11
28 30 1212 240 253 210 194 199 111 -14 12
30 3 1212 40 251 189 170 190 120 05 12
42 3 204 240 215 75 86 80 -10 55 19
43 3 204 239 235 11 81 70 00 45 19
44 3 204 239 25 99 104 238 72 27 19

tau I=periodo del ritmo en FE, tau 2=periodo del ritmo en oscilacion espontdnea. Hora del primer pulso
para todos los FE= 7.0 h. Hora del segundo pulso= 14.5 h para FE 8:16, 18.5 & para FE12:12y 2.5 h para
FE 204, Fl=Fase para el dltimo dfa en FE, F2=Fase para ol primer dia en oscilacién espontdnca.

Fase=Valor promedio de la barra de mixima amplitud para todos los dias en FE después de los ciclos

transitorios. Psipl=Angulo de fase con el primer pulso, Psip2=Angulo de fase con ¢l segundo pulso,
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GRUPO I

GRUPO 11

En este grupo (n = 15), la
actividad locomotora manifiestd ritmicidad
circadiana evidente en ¢l 100% de los
casos. No obstante, la capacidad de
sincronizacion todavia no esta claramente
desarrollada, ya que como se observaen la
figura 6, la Juz no es capaz de poner en
fase al ritmo y sdlo se produce un ligero
cambio de periodo en la transicion a
oscuridad constante. De los dos registros
que en este grupo presentaron ajuste
exitoso, sélo uno (Reg. 34) correspondiod
a sincronizacion real. Se trata de un
animal bajo FE 20:4 en donde la fase
promedio se presenta a las 20.3 horas, es
decir, dentro del intervalo de oscuridad
més largo. No obstante, el ritmo tiene un
4ngulo de fase de 6.2 horas con respecto
al segundo pulso de luzy de 10.7 h con el
primero, por lo que este ritino se
sincronizé al segundo pulso, es decir, al
pulso de las 2.5 h. La relacién de fase
entre ¢l ritmo y el sincronizador (4ngulo
de fase) es estable durante al menos ocho
ciclos a pesar de establecerse
relativamente  lejos del  pulso de luz
(Fig. 7).

En el grupo II (n=15), hay ocho
casos de ajuste exitoso al FE. Es decir, la
capacidad de respuesta al sincronizador
aumenta notablemente en relacién al
grupo anterior. De igual forma, aumen:a
la capacidad de sincronizacion, ya que 6
de esos 8 casos de ajuste exitoso también
presentaron control de fase. En total, en
este grupo hay dos casos de sincronizacion
para cada fotoperiodo esqueleto (Tabla
I1). Los dos registros de esta edad que
sincronizaron su actividad al FE 8:16
(Regs. 7y 9) colocaron su fase a las 15.6
y 15.8 horas, es decir, dentro del periodo
tle oscuridad més largo entre los pulsos de
luz, estableciendo una reiacién de fase
muy cercana con el pulso de Juz de las
14.5 h. En este grupo de edad, los dos
casos de sincronizacién al FE 12:12
establecieron el menor dngulo de fase con
el primer pulso de luz, es decir, el de las
7.0 h. En un caso (Reg. 2I), la fase se
presentd 3.1 horas antes del pulso, y en el
otro (Reg. 25), 4.3 horas después, por lo
que el primero identificé como noche al
intervalo de 12 horas de oscuridad, y el
segundo, al de 11 horas. En FE 20:4,
ambos registros sincronizados (Regs. 37 y
40) colocaron su fase promedio (20.5 y
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DIAS
FE

TIEMPO EXTERNO (h)

Qp

150
100

50

0
150

100
50

22

12 16 20 24 28
PERIODO (h)
Qp
) T ¥ T A 2%
A
12 16 20 24 28
PERIODO (h)

Figura 6. Registro de la actividad de un
acocil del grupo 1 (2 a 6 semanas de
edad). En FE 12:12 se manifiesta un ritmo
circadiano con un periodode 22.2 h,, que
no es capaz de acoplarse al sincronizador.
No obstante, al terminar el FE (dfa 14) el
ritmo continda oscilando libremente
manteniendo la {ase previay con un ligero
cambio de periodo. Bloques de actividad
(bins) de 20 minutos,

20.2 h), dentro del intervalo més largo de
oscuridad identificindolo como noche,
ademds, se repitié lo ocurrido con el ritino
sincronizado a este FE en el grupo 1, ya
que en ambos casos, el menor 4ngulo de

fase se estableci6 con el pulso de luz de
las 2.5 h. La figura 8 es un cjemplo de
uno de los ritmos sincronizados en este
grupo de edad,

En este grupo, los componentes del
ritmo circadiano de actividad locomotora
del acocil tuvieron un compoirtamiento
peculiar. De todos los animales de los
diferentes grupos, durante el FE, sélo el
40% de los registros (18), tuvieron un
comportamicnto bimodal. La bimodalidad
se presenté con més frecuencia en los
animales del grupo Il (7 a 12 semanas)
con 8 casos. En algunos casos ¢l RALM
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Figura 7. Unico caso de sincronizacién en
el grupo I. El ritmo locomotor establecid
una relacién de fase mis cercana con el
pulso de luz de las 2.5 h (Angulo de fase
= 6.2 h.), y la fase promedio (20.3 h.) se
colocé dentro del intervalo de oscuridad
de 19 horas.

se ajusta al FE sin ser bimodal, pero
durante la oscilacién espontinea aparecen
los dos picos de actividad. La figura 9a es
un ejemplo de un ritmo bimodal en FE,
mientras que en la Figura 9b puede verse
un ritmo unimodal en FE, pero bimodal
en oscilacién espontinea.

La presencia de algunos casos de
enmascaramiento en todos los grupos de
edad y con mayor frecuencia en el FE
12:12 se ilustra en la figura 10. Se trata de
un animal del grupo II en donde al retirar
el sincronizador la fase del ritmo salta. A
pesar de que el comportantiento del ritmo
durante el FE no es del todo claro, el
periodograma muestra un pico conspicuo
y estadisticamente significativo de 24.00
horas evidente al menos durante 6 ciclos
en los primeros 10 dias de registro.
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Figura 8. Sincronizacion del RALM al FE
20:4 en un acocil del grupo IL. El ritmo se
sincroniz6 estableciendo el menor 4ngulo
de fase con el pulso de luz de las 2.5 I, La
fase promedio (20.2 h.) s¢ coloc en el
intervalo de oscuridad de 19 horas,
identificAindolo como noche. En OO el
ritmo mantiene la fase previa, Bins de
actividad de 60 minutos,

GRUPO 111

La mayor frecuencia de casos de
ajuste exitoso (12) se presenta en este
grupo de edad (n = 15). Ademés 9 de los
15 registros en esta edad manifestaron la
presencia de un oscilador funcional. De
los 12 registros con ajuste exitoso, 8
corresponden a casos de sincronizacion, 2
para el FE 8:16, 3 para FE 12:12y 3 en
FE 20:4 (Tabla III). Como en el grupo I,
en este grupo de edad la sincronizaci6n al
FE 8:16 establece una relacién de fase
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Figura 9a. Actograma del ritmo motor de
un animal del grupo II (7 a 12 semanas)
ajustado a un FE 1212, En el
periodograma y la curva promedio
aparecen claramente dos picos de
actividad. Bins de 20 minutos.

més cercana con el pulso de las 14.5 h. No
obstante, en ambos casos (regs. 11y 12),
la fase se coloca ligeramente antes de este
pulso -14.1 y 14.2 h-, es decir, dentro del
intervalo de 7 horas (Fig. 11). Los tres
casos de sincronizacién al FE 12:12
establecieron el menor Angulo de fase con
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Figura 9b. Sincronizacién del ritmo
circadiano de actividad locomotora al FE
8:16 conio un ritmo unimodal. En
oscuridad constante (OO) el periodograma
y la curva promedio muestran un ritmo
bimodal.

el pulso de luz de las 18.5 h., aunque, la
fase se movid alrededor de ¢l para
colocarse una vez dentro del periodo se
oscuridad de 11 horas (Fig. 12a), y dos
veces dentro del de 12 horas (Fig. 12b).

En otras palabras, fue evidente el

fendmeno de biestabilidad consecuencia
de la simetria de los dos periodos de
oscuridad del FE 12:12.
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Figura 10, Enmascaramiento del ritmo de
actividad locomotora del acocil en un
animal del grupo I1I (13 a 18 semanas de
edad) bajo un FE 12:12. EnFE (dias 1 a
14) el ritmo aparentemente se sincrofniza
al ajustar su periodo al del sincronizador.
No obstante, al ser liberado en oscuridad
constante (dia 15) la fase del ritmo salta.
Bins de 20 minutos.
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Figura 11. Ritmo de actividad locomotora
de un animal del grupo III bajo FE 8:16
(dias 1 a 19) y oscilacién espontanea (dfa
20 en adelante). En FE, la fase promedio
(14.2 h.) se coloc6 dentro del intervalo de
oscuridad de 7 horas.
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Figura 12a. Actividad de un animal del
grupo 111 bajo FE 12:12. La fase promedio
tiende a colocarse dentro del periodo de
oscuridad de 11 horas. Compérese con la
fase de la figura 12b. Bins de 20 minutos.
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Figura 12b, Registro de la actividad de un
animal del grupo III bajo FE 12:12, Bajo
el mismo FE que el animal de la figura
anterior, ahora la fase promedio sc
encuentra dentro del intervalo de
oscuridad de 12 horas, Este fendmeno de
biestabilidad es consecuencia de la
simetria del fotoperiodo esqueleto.

Finalmente, los tres casos de
sincronizacién del grupo III al FE 20:4
tuvieron un comportamiento distinto. Dos
de ellos (Regs. 42y 43), establecieron una
relacién de fase mas cercana con el pulso
de las 7.0, mientras que el otro (Reg. 44)
lo hizo con el pulso de las 2.5 h.
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Figura 13. Ritmo circadiano de actividad
locomotora sincronizado (dias 13 a 19) al
FE 20:4 en un animal del grupo IlI. El
ritmo estableci6 el menor dngulo de fase
con el pulso de luz de las 7.0 h. En
oscuridad constante (dia 20 en adelante)
el ritmo mantuvo Ia fase previa durante al
menos cinco ciclos.

A pesar de las diferencias seialadas
en este FE, en los tres registros la noche
se identificd como el periodo de oscuridad
més largo, ya que la fase se colocd dentro
del intervalo de oscuridad de 19 horas. La
figura 13 es un ejemplo de sincronizacion
cn este grupo de edad.
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ANGULO DE FASE Y SINCRONIZACION

Tomando en cuenta Gnicamente los
15 registros que se sincronizaron en todos
los grupos de edad, el comportamiento del
angulo de fase parece depender del
fotoperiodo esqueleto presente.

Usualmente, y quiza debido a lo
extremo del fotoperiodo y a la dificultad
del ritmo para sincronizarse a él, bajo FE
20:4 la fase siempre se colocd
aproximadamente 6 horas antes del pulso
de luz més cercano, no obstante, en el
grupo 111, el avance promedio fue menor
a una hora, lo que tal vez se deba al
mayor grado de desarrollo de la via de
sincronizaci6n en este grupo de edad. La
respuesta al FE 12:12 fue variable, ya que
en el grupo I la fase siempre se retrasé
menos de una hora con respecto al pulso
que estaba mds cerca de ellay en el grupo
111 se adelant6 ligeramente. Bajo FE 8:16
la fase se retrasa en el grupo Il y se
adelanta en el grupo I (Fig. 14).

Por lo tanto, la distribucién de la
fase en los ritmos sincronizados parece
ser funcién del tiempo de aplicacién de
los pulsos. En general, la fase esta
fuertemente asociada con alguno de los

dos pulsos de luz y generalmente establece
una relacion de fase mucho mas estrecha
con el segundo pulso de luz, es decir, con
¢l pulso de crepisculo.

Angulo de fase (h)
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Figura 14. Angulo de fase con el pulso de
luz mis cercano en los  ritmos
sincronizados a los FE. Las barras
representan el promedio de dos o tres
casos + error estindar, *Unico caso de
sincronizacién en el grupo 1.
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Sélo cuatro registros (21, 25, 42y
43) colocaron su fase mis cerca del pulso
de amanecer (7.0 b), Estas diferencias se
evaluaron por medio de estadistica circular
aplicando la pruebas de Rayleigh y de
Rao. La prueba de Rayleigh para evaluar
la tendencia de Ia fase para dirigirse hacia
una direccién especifica dentro del ciclo
de 24 h seiiald que la muestra no difiere
significativamente de una distribucion
aleatoria, es decir, que no hay una
direccion preferida (r= 0.3, P>0.05). Por
su parte, la prueba de Rao que también
permite detectar si existe un tendencia uni
o bidireccional en la fase de los eventos
ciclicos igualmente mostrd que en este
caso la tendencia en la distribucién de
fases de los ritmos sincronizados no es
estadfsticamente significativa (U=139.5,
P>0.05).

No obstante, es significativo que la
fase se asocie fuertemente con el pulso de
luz del crepisculo, esto indica que
probablemente la mayoria de los animales
se comtportan como nocturnos. Una forma
indirecta de evaluar lo anterior es posible
mediante el andlisis de la forina en que el
ritmo tiende a sincronizarse con los pulsos
de luz, es decir, a través del movimiento
del ritmo por medio de avances o retrasos
durante varios ciclos transitorios hasta el

establecimiento de una relacidn de fase
estable con el sincronizador. En este
sentido  fue posible observar que el
mintero  de  ciclos trapsitorios a la
sincronizacién anmenta con la edad y es
menor cuando el ritmo se sincroniza al FE
12:12 (Fig. 15).

Namero de ciclos transitarias
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Figura 15, Nimero de ciclos transitorios a
la sincronizacion. Las barras representan
el promedio de dos o tres casos & error
estndar. Aparentemente el nimnero de
trausitorios aumenta con la edad y es
menor bajo FE 12:12. * Unico caso de
sincronizacion en el grupo L.
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El movimiento del ritmo hacia
adelante o hacia atras (avances o retrasos
de fase) para conscguir la sincronizacion,
podria ser funcién del tiempo circadiano
en que incidan los pulsos de luz sobre el
oscilador, Al comparar los cambios de fase
provocados por pulsos de luz blanca de 15
minutos de duracién sobre el ritmo de
actividad del acocil adulto Procambarus
digueti'’ se abservé que algunos de los
pulsos de luz del FE pudieron haber
incidido en 1a zona de mayor sensibilidad
de la CRF ocasionando principalmente
avances de fase ya que de los 15 ritmos
sincronizados, 11 mostraron avances de
fase durante los ciclos transitorios a la
sincronizacién, No obstante, cabe aclarar
que debido a la falta de un periodo de
registro en oscilacion espontanea previo al
FE no es posible determinar con exactitud
el TC en que incidié cada pulso de luz.

41




discusion

Qué bonito es

cuando él es tu amigo,
cuando ves a un nifio

Yy tniras en su rostro

la felicidad del momento,
lu felicidad de la inocencia.
Quizds son los nifios

sus mejores amigos,

cllos hacen con él

lo que mds les gusta,

lo viven al mdximo

y lo disfrutan cada momento.
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EVIDENCIA DE UN OSCILADOR FUNCIONAL
DESDE LOS PRIMEROS ESTADIOS
POSTEMBRIONARIOS

Los resultados aqui expucslos
parecen confirmar que algunas de las
caracteristicas del sistema circadiano que
controla ¢l ritmo locomotor del acocil,
aparecen  gradualmente  durante  la
ontogenia. Tanto la capacidad de
sincronizacion, como ¢l establecimiento de
un periodo de actividad bien definido
cambian con Ia edad. Al avanzar el
desarrollo, y por ende, el grado de
madurez del sistema circadiano, el ritmo
locomotor manifiesta mayor capacidad de
sincronizacién y una noche subjetiva
claramente discernible del dia subjetivo.
Por otra parte, el que el 100% de los
animales registrados haya mostrado un
ritmo circadiano evidente en condiciones
de oscilacién espontinea parece confirmar
hallazgos de trabajos anteriores? en
relacién con la presencia, en esta especie,
de un oscilador circadiano funcional desde
los primeros estadios postembrionarios,
hiecho similar a lo reportado para otras
especics de invertebrados™,

No obstante, algunas de las
caracteristicas reportadas para este ritmo
de actividad en el animal adulto no

pudicron ser claramente observadas en
30,31

este  estudio.  Page 'y Larimer
reportaron que en el acocil adulto y bajo
condiciones de sincronizacidn, ¢l ritmo
locomotor es bimodal, presentando picos
de actividad asociados con las seiiales de
encendido y apagado de la luz, mientras
que Schallek® sefiala que tanto en
oscilacién espontinea conio en presencia
de un sincronizador, el RALM en
ocasiones es bimodal y en otras unimodal.
Como se menciond, en este estudio la
presencia de ritinos de actividad bimodales
en FE fue sélo del 40%. Por lo tanto, el
pico de encendido reportado por Page y
Larimer sdlo fue observado en algunos
casos, y fue mucho més frecuente en los
animales del grupo Il y bajo FE 12:12
(55%). La presencia de algunos casos en
los que el RALM se sincronizé al FE
como un ritmo unimodal y en oscilacién
espontdnea se comportd como bimodal no
parece apoyar la hipdtesis de un pico
exdgeno (el pico de encendido), pues de
ser asi, éste s¢ presentarfa en todos los
casos y desaparecerfa inmediatamente al
primer dia en condiciones de oscuridad
constante. En otras ocasiones, el ritmo
bimodal en FE es liberado en oscilacion
espontdnea y el llamado pico exogeno
disminuye en amplitud poco a poco hasta
que desaparece.
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Otros autores™" han seialado la
presencia de ritmos bimodales de actividad
en algunas especies de caracoles terrestres
y han presentado argumentos qie apoyan
la hipétesis de dos picos de actividad de
naturaleza enddgena. Este podria ser ¢l
caso del acocil en ¢l cual, ¢l pico que
desaparece gradualmente o que aparece
en oscuridad constante podria  ser
evidencia de un oscilador secundario que
en FE se desacopla del oscilador primario
y que en OO poco a poco se vuelve a
acoplar con el componente pritcipal de la
actividad.

Los resultados de este trabajo
indican que la sincromizacion 1o
paramétrica mediante la utilizacidn de
seiiales luminosas de corta duracion es
una buena herramienta para dilucidar los
mecanismos de  sincronizacion en
Procambarus clarkii, como lo es para otras
especies nocturnas®, En este sentido, lu
capacidad de respuesta del ritmo
locomotor a los diferentes FE se
incrementa con la edad. El hecho de que
la capacidad de ajuste al FE aumente con
la edad (Tabla I), posiblemente habla de
la maduracién gradual de las vias de
sincronizacion y/o de los fotorreceptores.
Como se ha reportado, ¢l desarrollo de
algunas de las estructuras relacionadas con
la entrada de informacion f6tica pasa por

cambios durante ¢l desarrollo™. Asi, el ojo
y sus fotorreceptores, al igual que sus
osciladores circadianos® tal vez formarian
parte importante  del control de la
actividad locamotora. Al avanmzar el
desarrollo, y por lo tanto, el grado de
madurez de estas estructuras aumentaria

la capacidad de respuesta al sincronizader.

Independientemente de la edad y
del  fotoperiodo  esqueleto, un  alto
porcentaje de los animales (55.6%) mostré
la capacidad de control de fase en la
transicion a la oscilacion espontinea
(Tabla II). Esto podria apoyar la idea de
que parte del sistema circadiano que
controla el RALM es funcional desde la
eclosidn, ya que a pesar de carecer de la
capacidad de sincromizarse, el ritmo
mantiene la fase al desaparecer el
sincronizador, y por lo tanto, ¢l ritmo
circadiano evidente durante el FE es la
expresion de wn oscilador circadiano
funcional. Es probable que el cambio enla
velocidad del oscilador que se observé
duraute el FEE haya sido causado por la
luz, en ocasiones ¢} sincronizador no tiene
la potencia adecuada para sincronizar el
ritmo’, o bien, la incapacidad para
sincronizar puede ser evidencia de la falta
de acoplamiento entre el oscilador
circadiano y las vias de sincromizacién y
de salida del sistema.
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Como se observa en la figura §, la
probabilidad de que el ritmo locomotor se
sincronice aumenta con la edad, ¢
igualmente disminuye el nimero de casos
sin respuesta aparente  al FE. El
enmascaramiento tiene un
comportamientoirregular aunque siempre
estuvo presente en el grupo de mayor
edad, por lo que es probable que esté
asociado a esta variable. Es importante
notar, que uno de las razones principales
que flevd al uso de fotoperiodos esqueleto,
fue intentar disminufr o eliminar cl
enmascaramiento. Es posible que los
pocos casos de enmascaramiiento presetites
se deban a que en ciertos animales, 50 Ix
y/o 30 minutos de duracion del pulso de
luz todavia son capaces de provocar
enmascaramiento. A través de observacion
directa en el campo, se sabe que algunas
especies de acociles estin expuestas a
intensidades mucho menores a 50 Ix
durante el crepisculo y la aurora.

SINCRONIZACION NO PARAMETRICA

En general, parece que es mis ficil
la sincronizacién al FE 20:4 que a 12:12y
a 8:16 (Fig. 5). La posibilidad, al menos
en un caso del grupo I (Fig. 7), de
sincronizar a un fotoperiodo tan
asimétrico como el 20:4 demuestra una

posible maduracion temprana de las vias
de sincronizacién. Asi, la probabilidad de,
sincronizar al fotoperiodo esqueleto mas
asimétrico fue siempre mayor. Como se ha
reportado para este tipo de sincronizacion
en roedores nocturnos®, la sincronizacion
no paramétrica sicinpre es mas estable
cuando los dos periodos de oscuridad se
alejan de la simetria. En el caso del FE
20:4 no se presentd ningtin caso en el que
el ritmo identificara una noche de 4 horas
ya que siempre In mayor cantidad de
actividad y la fase de referencia se
colocaron dentro del intervalo de
oscuridad de 19 horas. No obstante, ¢l
protocolo utilizado en este trabajo no
permite explorar las caracteristicas del
salto de fase involucrado en este proceso.

Un alto porcentaje de los ritmos
sincronizados  -73.3%-, identificé al
periodo de oscuridad de mayor duracién
como noche, ya que colocd en ¢l la fase
de referencia. Aun sin tener plena
seguridad de que los animales sean
nocturnos, desde las primeras etapas del
desarrollo, ¢l acocil tiende a presentar su
actividad dentro del periodo de oscuridad
de un fotoperiodo completo®. No es hasta
que se alcanza el desarrollo del grupo I
(13 semanas de edad) que los organismos
estudiados, sometidos a un FE 8:16 fueron
capaces de sincronizar a una noche de
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solo 7 horas (Fig. 11). Los animales
representativos  del grupo 1l siempre
sincronizaron acomodando su  maxima
actividad dentro del periodo de 16 horas
por lo que lo anterior, podria indicar el
establecimiento de la noche minima
tolerable”, 1a cual en la naturaleza se debe
encontrar entre 8 y 7 horas, pues esta
especie en paises templados llega a estar
sometida a noches muy cortas durante el
verano en las latitudes extremas'. No
obstante, el establecimiento de esta noche
minima tolerable requiere adn de un
estudio mayor.

Como se esperaba, el FE 12:12
ocasiona una sincronizacién poco estable
debido a la similitud entre las longitudes
de los periodos de oscuridad del FE.
Pittendrigh****¥ seiial6 que en situaciones
en que la duracion de dos intervalos
oscuros en un fotoperiodo esqueleto
simétrico es cercana a la mitad del
periodo del ritmo en oscilacion
espontdnca (TAU/2), el ritmo puede
mostrar dos estados estables para cl
sincronizador. Esta regién cercana a
TAU/2 se denomina zona de biestabilidad
y de acucrdo con estos resultados parece
existir en esta especic desde al menos, el
segundogrupo de edad. Este fenémeno de
biestabilidad se presentd tanto en el grupo
Il como en ¢l HI. En total, en tres

ocasiones los agtimales interpretaron una
noche de 12 horas y en dos mds, una
noche de Il lhoras (Tabla 1), Es
interesante sefialar la importancia de la
region de biestabilidad en los procesos de
medicién del tiempo estacional en los que
estd involucrado un sustrato circadiano®'.
En un trabajo anterior’ se propuso que
durante el desarrollo de Procambarus
clarkii podria existir una fase fotoinducible
como responsable de la  induccién
fotoperiddica del desarrollo gonadal. Los
hallazgos de una zona de biestabilidad
temprana  parccen  corroborar  esta
lipotesis.

RELACION ENTRE LA FASE DEL OSCILADOR
Y LA DEL SINCRONIZADOR

Los cantbios en el dangulo de fase
reportados en este trabajo (Fig. 14)
parecen indicar que la sincronizacion se
lleva a cabo a través de estos cambios de
velocidad en los animales de los diferentes
grupos, demostrando la  sensibilidad
diferencial del sistema circadiano al
sincronizador desde las edades mas
tempranas. El hecho de que el niunero de
ciclos transitorios aumente con la edad
(Fig. 15) podria ser indicativo de los
cambios por los que el sistema pasa
durante el desarrollo involuerando cada
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vez més elementos, Es preciso hacer notar
que el mimero de ciclos transitorios a la
sincronizacion es menor bajo FE 12:12, fo
que no apoyarfa la hipétesis de una mayor
sincronizacion a  fotoperiodos  mas
asimétricos si partimos de Ia hipotesis de
que un menor nimero de transitorios
implica mayor facilidad para sincronizar.

Si se asume que el primer pulso de
luz (7.0 h) fue el pulso de amanecer, un
alto porcentaje de los animales -73.3%-
sincronizaron su ritmo locomotor con la
sefial que indicaria el inicio de la noche,
es decir, como animales nocturnos, No
obstante, es prudente aclarar que esto s6lo
podria ser comprobado con el registro del
comportamiento del ritmo durante un
periodo en oscilacion espontinea antes del
fotoperiodo esqueleto.

Como se seiiald en la seccién de
métodos, los animales bajo estudio
siempre fucron transportados a la cdmara
de registro desde la fotofase del
fotoperiodo  completo  previo a la
experimentacién (aproximadamente a las
6 PM, 1a luz sc debia apagar a las 7 PM),
esto significa que el animal debié
identificar al primer pulso del fotoperiodo
esquelto como €l amanecer y al segundo
pulso como el crepisculo. La mayoria de
los animales de las diferentes edades con
ritmos sincronizados colocaron su fase mds
cerca del pulso de crepisculo,
circunscribiendo su mayor actividad a la

noche subjetiva. En FE 20:4 debio ocurrir
un salto de fase que ocasiond que ia
actividad se colocara en el dia subjetivo.
Este salto de fase scria consecuencia de Ja
gran asimetria del fotoperiodo,
ocasionando que la interpretacion del
mismo cambiara. Asf, estos animales
interpretaron el pulso de amanecer como
crepusculo, y viceversa. La seleccion que
hace el animal del intervalo oscuro en el
que manifieste su maxima actividad debe
depender de la fasc del ritmo en refacién
al tiempo externo en el cual se encienda el
segundo pulso. En este trabajo no se llevé
a cabo un registro previo del ritmo en
oscilacion espontdnea que permitiera
calcular el tiempo circadiano en el cual
inciden los pulsos de luz para producir los
cambios de velocidad necesarios para la
sincronizacion, no obstante, la condicion
de sincronizacion anterior, fotoperiodo
completo LO 12:12, permite sugerir que
los pulsos deben caer en la noche
subjetiva tardia (2.5 h), la noche subjetiva
temprana (18.5 h) y el dia subjetivo (7.0 y
14.5 h). De acuerdo con lo reportado para
el acocil adulto’, los pulsos que inciden
en la primera mitad de la noche subjetiva
causarfan fuertes avances de fase, mientras
que cn la segunda mitad de la noche
subjetiva 'y en el dia subjetivo
prevalecerfan los retrasos. En este trabajo,
la sincronizacién se llevd a cabo
principalmente mediante avances de fase,
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ya que Il de los 15 registros que
mostraron sincronizacién aumentaron la
velocidad de oscilacion, por lo tanto, no
fue posible establecer unacorrespondencia
clara entre la supuesta hora circadiana en
que incidieron los pulsos (Fig. 16) y los
cambios de velocidad del oscilador.

En los primeros estadios
postembrionarios, la luz podria ocasionar
el enmascaramiento através de respuestas
reflejas tanto de los fotorreceptores
retinianos como de Jos extrarretinianos. Al
avanzar el desarrollo, el establecimiento
de  nmuevas conexiones desde los

DIASUBJETIVO  NOCHE SUBJETIVA

LO 12:42(
7 11 15 19 23 3 TIEMPO EXTERNO (h)
+ f—t 4 : 4 PULSOS OE LUZ
0 4 8 12 16 20 TIEMPO CIRCADIANO

Todos estos resultados parecen
indicar que el oscilador que controla el
ritmo circadiano de actividad locomotora
es distinto de aquel encargado del ritmo
de amplitud del ERG, ya que los tiempos
de maduracion de ambos ritinos son
distintos. Para el ritmo ERG, Fanjul-
Moles y Fuentes-Pardo" reportaron que
en los primeros estadios postembrionarios,
la noche subjetiva det acocil no estd
claramente establecida.

Figura 16. Probable tiempo circadiano de
incidencia de los pulsos de luz de los
fotoperiodos esqueleto con- base en el
estado de sincronizacion previo al
protocolo experimental (LO 12:12).

fotorreceptores hacia el oscilador, o bien,
In adquisicion de funcionalidad de éstas,
conto consecuencia de la posible sintesis
humorales o

de nuevos  agentes
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neurohumorales darfa como consecuencia
que la expresion ritmica de la actividad
locomotora finalmente fuera capaz de
establecer una adecuada correspondencia
entre el tiempo bioldgico y el geofisico.
Esta sincronizacion parecerfa ser mds
estable en fotoperiodos mas asimétricos
prefiriendo el tiempo de oscuridad para
colocar el periodo de actividad y siendo
capaz de sincronizarse hasta al menos, un
periodo de oscuridad de 7 horas. El
mecanismo para levar a cabo la
sincronizacion (a través de cambios de
fase instantineos en respuesta a cada
sefial de tiempo) deberia ser el mismo
independientemente  del
presente ocasiondndose posibles saltos de

fotoperiodo

fase (no observados en este esidio)
cuando la noche subjetiva no pueda
ajustarse al periodo de oscuridad corto y
entonces, se desplace hacia el de mayor
duracién.

En sintesis, el sistema circadiano
responsable del control del RALM podria
constar de varios grupos de osciladores y
fotorreceptores (Fig. 17) en donde la
sincronizacién por luz blanca seria
consecuencia de la compleja interaccion
entre todos los componentes del sistema.
Como se ha demostrado®, los
fotorreceptores  extrarretinianos  del

ganglio cerebroide serian los principales

responsables de la sincronizacion, sin
embargo, tanto sus contrapartes en sexto
ganglio abdominal, como los
fotorreceptores de retina, podrian jugar un
papel muy importante en la regulacion de
la actividad locomotora. Hasta ahora, ¢l
papel de los fotorreceptores del sexto
ganglio es oscuro y requiere de mayor
estudio. Por otra parte, la observacion en
este trabajo, de ritmos de actividad
bimodales en oscilacién espontinea
sugiere que el pico de actividad
frecuentemente asociado al encendido de
la luz no es una respuesta puramente
refleja, sino que podria estar asociada al
posible control del oscilador circadiano
descrito en Ia retina del acocil®, un
posible oscilador secundario. El pico de
actividad de encendido estaria
fuertemente asociado con la presencia de
un ciclo LO, y al desaparecer éste, el
oscilador secundario poco a poco
acoplaria esta actividad de muy baja
amplitud al principal componente del
ritmo guiado por el oscilador presente en
ganglio cerebroide (Fig. 17).

Otra evidencia en favor de que el
principal elemento sincronizador del ritmo
s¢ encuentra en el ganglio cerebroide es el
hecho de que la ablacion peduncular a
pesar de incrementar notablemente la
actividad de las patas, no abole la
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ritmicidad, y ademads, ésta puede ser
sincronizada por luz¥, por lo que es
probable que el oscilador circadiano
propuesto para ¢l ERG en el 6rgano X
regule la secrecién de alguna hormona
encargada del control ténico del
movimiento  de  los  apéndices
locomotores's. Esta hormona también
podria ser controlada por el oscilador
circadiano del ganglio cerebroide, y ante
su ausencia al extirpar los pedinculos
oculares, el ritmo seguiria siendo capaz de
sincronizar mediante los fotorreceptores
de cerebro.

Es preciso aclarar que este sistema
complejo, compuesto al menos de tres
pares de osciladores acoplados y dos pares

Figura 17. Componentes que podrian ser
los principales responsables de la
sincronizacién por luz blanca del RALM
del acocil. Los fotorreceptores (F) del
ganglio cerebroide parecen ser
indispensables para la sincronizacién.
Modificado de Larimer y Smith, 1980.

de fotorreceptores es aiin incompleto en
varios aspectos. El modelo carece de datos
basados en procedimientos de lesion a
estructuras muy pequefias y sobre un
sistema cuya anatomia y fisiologia todavia
no estd muy bien entendida. No obstante,
creemos que el modelo tiene utilidad,
pues ademds de guiar parte de esta
discusién, invita a posterior
experimentacion.




conclusiones

Es lo mds valioso

que tiene un ser humano,

0 para ser preciso,

es lo tinico que realmente es suyo.
Cuando se va para siempre,

en realidad es para siempre.

Mientras tanto, esté con nosotros

y cada mafiona

nos envla un mensaje breve, pero claro:
“puedes hacer conmigo lo que 4t quieras,
pero recuerda que debes hacetlo bien,

y sobre todo,

debes hacerlo porque te hace feliz,
porgue es lo que te gusta hacer.

No dejes que me vaya en vano,

sélo tengo el valor que ui me des,

el valor que des a tu felicidad y a ti mismo,
S0y tiyo, (N amigo, tu compaiicro,

i tiempo'.

0.CC.




SINCRONIZACION NO PARAMUTIICA DEL RUEMO MOTOR DEL ACOCH.

T2

1. El uso de protocolos de sincronizacion
no paramétrica es una buena herramienta
para  dilucidar  los  mecanismos de
sincronizacion en Procambarus clarkii.

2. Existe al menos un oscilador circadiano
funcional encargado del control ritmico de
la actividad desde los primeros estadios
postembrionarios.

3. La maduracion gradual de estructuras
relacionadas  con  la  recepcion  de
informacion fotica podria ser causa del
aumento en la capacidad de sincronizacion
al avanzar fa edad. En otras palabras,
madura primero el oscilador, y después fa
via de sincronizacion.

4. Aparentemente aumentala probabilidad
de sincronizar cuando el fotoperiodo
ofrecido es mds asimétrico, siendo capaz
de ajustar la actividad dentro de un
periodo de oscuridad hasta de 7 horas.

5. Desde los primeros estadios del
desarrollo, Procambarus clarkii ¢s capaz de
establecer claramente una noche subjetiva,
comportindose como un animal nocturno,
por lo que es claro que el oscifador
circadiano que controla el RALM es
distinto de aquel encargado del ritmo de
amplitud del ERG, ya que los tiempos de
maduracion de ambos ritmos son distintos.
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