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Entre la noche y el dia,
hay un territorio indeciso,
no es luz ni sombra,

es tiempo.

Octavio PaL
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INTRODUCCION

ANTECEDENTES

Desde hace muches afios el hombre se ha preocupade por saber ddnde y
cémo se efectuan los procesos vitales, para lo cual idebé métodos y
técnicas de estudic gue culminaren con la generacién de las ciencias

morfolégicas y fisioclédgicas.

Ahora se puede afirmar que las respuestas a las preguntas ;dédnde? y
(cémo? suministran sélo una wvisién fragmentada de los fendmenos
biolégicos, ya gque muchas funciones cambian de acuerdo con las sefiales
tenporales externas y pasan en forma sucesiva y alternada por maximos vy

minimos.

Resulta entonces necesaric determinar los mecanismos qQue generan la

~aparicién de tales cambios, asi comc la relacién que guardan con las

sefiales temporales externas, esto es, conocer el cudndo. Esto ha

llevado al estudio de los ritmos blolégicos.

A los fendmenos biolégicos que se presentan a intervalos requlares
de tiampo se les llama ritmos bioldgicos, expresién que incluye una

amplia gama de fendmenos con pericdos muy distintoas.

El hombre utiliza los relcles para medir intervaleos de tiempo, algo
semejante sucede en la naturaleza, pues, desde los organismos
unicelulares hasta los mis complejos, estidn dotados de sus propios
mecanismos de medicién ael tiempo, De ahi ha surgide la idea de relej
bioldgice, entidad anatomo-funcional por medic de la cual los
organismos miden intervalos de diferente magnitud: desde las haras

hasta los afios.

La organlzacién de los relojes bioldgicos estd poco comprendida,
sin embargo, cualguiera que sea el estado del conocimiento scbre les
relojes, todos ellos tienen come caracteristica esencial generar
funcivnes que ne s56leo requieren de tiempo para llevarse a cabo,

fundamentalmente estén organizadas para medirlo.
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Sistemas Clrcadianos

La investigacién sobre relojes biolédgicos se ha orientade en gran
medida al estudie de 1les ritmos “circa”, es decir, aquéllos que
presentan periodos cercancs, pero diferentes del periodo de alguna
sefial externa bien establecida. Muchas funciones muestran un ritmo
circadiane (del latin circa, cerca; diem, dia}, términc acuiado por
Halberg (1959}, debido a que su periodo endégenc (el cual se pone de
manifiesto cuande el organismo en el gque se genera es colocado en
condicionea ambientales constantes) no es de 24 horas exactas, sino de
24 horas con algunas horas de més o de menos. De igual forma se habla
de ritmos circamareales, con perilodos préximos a las 12.4 horas;
circalunares, con periodos cercanos a leos 28 dias; clrcanuales, con
pericdos alrededor de los 365 dias.

De los fendémenos circa, los circadianos han side, con mucho, los
mejor estudiados. El concepto de ritmicidad circadiana de 1los
organismes ha estado presente desde hoce varies siglos; ain embargo, la
idea que actualmente sSe acepta sobre estos ritmos ha surgldo de las
caracteristicas funcionales de Los  mismos, observadas mediante

abundante iInformacidn experimental obtenida fundamentalmente durante

Jdos dltimeg 40 anos.

A partir de las observaciones de De Mairan en 172% sobre la
ciclicidad en los movimientos del follaje de una planta .sensitiva,
{Mimosa pudica) se planted el problema de esclarecer si los ritmos
observados en los seres vivos reflejan soclamente la influencia del
ambiente sobre ellos, o bien si los organismos son capaces de generar
la ritmicidad aun en un ambiente arritmico. En principio parece
sencillo esclarecer este problema. De Mairan demostré que la ritmicidad
del follaje persiste si la planta se coloca donde la luz del sol no
puede alcanzarla, lo que suglere gue no depende del ciclo dia-noche.
Sin embargo, transcurrieron mas de 30 afios antes de gue DuMonceau
{1758) demostrara que el fenbmeno observade por DeMairan no depende de
variaciones de la temperatura, y otros 200 aflos mids antes que el origen

endégeno de la ritmicidad se aceptara en forma generalizada.
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La idea actual acerca del origen enddgeno de la ritmicidad
circadiana, se basa en el hecho de gque en condiciones tipicas de
alslamiento de sefiales ambientales temporales, la ritmicidad biolégica
persiste con una ligera perc significativa variacién de su periodo con
respecte al de la seflal axterna correspondiente estc es, del ciclg de
24 horas, cuandc una funclén se reglstra en estas condlciones se dice
gue estd en oscilacidn libre o asponténea (Pig. 1). La variacién de 1las
24 horas en el periodo durante la oscillacibdn libre indica que el ritmo
observado no depende de fenémenocs asoclados con la rotacién de la
tierra. Adicionalmente, los estudios de Erwin Binning publicados a
mediados de la década de los afies 30 (Binning, 1935) demostraron la
dependencia genética del periodo de los ritmos circadianos.

Fue hasta la década de 1960, durante la realizacién de algunos
simposios, que empezZarcn a sistematizarse los protocoles de
investigacién en el tema de los ritmos biocldgicos y se logré establecer
un minimo de caracteristicas gque éstos debian cumplir para poder ser
considerados como circadianoa; Los principales contxibdyentes en esta
sistematizacién fueron Jurgen Aschoff, Colin 8, Pittendrigh y Erwin
Bilnning.

El concepto de reloj biclégico como un .aistema-orgénico capaz de
generar un ordan temporal en las actividades del organismo, implica la
capacidad del sistema para oscilar con un periodo regular, asi comc la
posibilidad de usar las’ oscllaciones como una referencia temparal
interna. El reloj bkiclégico permite la adecuada interaccién en el
dominio temporal entre una amplia gama de funciones del organismo y
entre éste y su ambiente. Estas caracteristicas aon aceptadas por la
mayoria de los esatudicsos de la cronobioclogia, sin embargo los
mecanismos por los cuales el organisamo lleva a cabo estas interacciones
son aun motivo de una controversia que radica en que para algunos
autores como Pittendrigh o Aschoff, los ritmos bioldgicos se basan en
estructuras que funcionan como marcapasos que tienen la capacidad de
imponer periodo y fase a los procesos organicos (Aschoff, 1960; 1965;
Pittendrig 1960; 1965). Para otros autores como Halberg (1964; Halberg
Yy colas., 1967), las propiedadez que definen a un reloj biolégico son el
resultade de la interaccién de m&ltipies ' procesos fisiclégicos
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oscilatoriocs en loas que la participacién de estructuras especificas ae

limits al ajuste de fase entre los diversos procesos.

De estas dos propuestas, la sostenidad por Aschoff y Pittendrigh ha
aventajado, con mucho, a la de Halberg ya que ha sido sustentada en una
g6lida base experimental.

Concepto De Reloj Biolégico

A la fecha, nadie ha llegado a establecer con precisidn cémo estd
organizade un relo) blolégico, base de todo sistema circadiano, de ahi
que se hayan ideado diversos modelos para representarlo. En todos los
modelos propuestes del sistema circadiano estd formado por tres
elementos basicos: a) un marcapase o estructura con capcaidad de
oscilar en forma endégena; b)  un asistema encargado de detectar las
sefiales externas y enviarlas al marcapaso (sincronizador) y ¢) las vias

y estructuras mediante las cuales se expresa la oscilacién.

Uno de estos modelos propone que un relej biolégice estaria formado
por una red celular con capacidad de seguir en forma pasiva las

oscilaciones geheradas por un marcapaso autosostenido.

El modelo requiere que c¢ada sistema celular tenga sSu propia
expresién fisica o quimica con el pericdo del marcapaso peroc neo
necesariamente con la misma fase. Requiere también de un elemento, que
podria ser nerviose {(mediante neurcotransmisores) o endoé:ino [por
concentraciones hormonales), capar de transmitir la ocscilacién desde el
marcapaso hasta los sidtemas celulares pasivos. Este sistema circadianc
seria sincronizade per el tiempe ambiental externc mediante 1la
informacién detectada por los receptoreas sensoriales y transmitida

hasta, el marcapaso.

Otro modelo que se& ha propuesto describe una red de unidadesa
celulares donde, en ausencia de seflales periédicas externas, cada
unidad es, en si misma, un oscilador con periodo independiente. Un
oscilador actuaria como marcapaso, estaria sincronizade con el tiempo

externo a través de los sentidos y le impondria su fase a los otros
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esciladores esclaves, es decir, eatructuras que siguen pasivamente las
oscilaciones impuestas por el oscilador principal o marcapaso. Como en
el modelo anterior, es8 necesario postular seflales nervicsas o

endocrinas que mantengan la sincronizacidn en todo el organisme.

En otro modelo se ha propuesto la actividad multioscilatoria de los
organismos sin que haya algiin oscilader que actiie como marcapaso. En
vez de ello, distintos receptores aensorlales sincronizarian a los
distintos osciladores y la sincronizacién interna se deberia a una
accién retroalimentadora entre las diferentes unidades osciladoras. El
sistema de retroalimentacién seria negative, por lo cual habria un
retraso en la seflal de retroalimentacién que seria, de hecho, la gque
podria comportarse come un oscilador. El1 periode de la oscilaclén
dependeria de las caracteristicas cinéticas del sistema (Mocore-Ede ¥y

Sulzman, 1981) (tig 2).

Por muchas décadas se ha buscado el sustrato anatémico de Jlos

" relojes bioloéglicos, Recientemente se han identificade algunos

conglomerados celulares capaces de producir ritmicidad circadiana.
Diversos criterios se han aplicado para calificar a una estructura como
la responsable de la generacién de los ritmos. El primere de estos
criterios es el de la lesidén o ablacidn. Cuando se lleva a cabo este
procedimiento en alguna(s} estructura{s}, en particular del sistema
nervioso central, se ha conflrmade la pérdida de la ritmicidad
circadiana.

Al producirse lesjones selectivas en el ganglic supraescfidgico o en
loa talles coculares, los ritmos locomotor y senscrial en loa cruatdceos
se ven claramente modificadea (Aréchiga y cols., 1993). La destruccién
del pedinculo éptico, interrumpe la actividad locomotriz en les
insectos (Nishitsutsuji-Uwo y cols., 1967). La pinealectomia suprime el
ritmo circadianc de actividad locomotriz de reptiles y aves (Falcén y
cols., 1989, Takahashi Yy cols., 1989} . Lesicnes del nuacleo
supraquiasmitico en el hipotélamo de loa mamiferos producen la
anulacién de los ritmos locomotor y de ingesta de agua o comida, entre
otroa (Klein y cols., 1991).



«

(3}

La utilidad de este enfoque depende de la discrecién anatémica de
la estructura que controla un ritmo determinado.

Un sequnde criterio para determinar si una estxuctura es un posaible
marcapaso circadiano es el de la implantacidén. Es decir si a la
supresién de un ritmo como consecuencia de la lesién o la extirpacién
de una estructura, sigue la recuperacién de la conducta periédica
perdida, después de la implantacién de la parte dafiada, se puede
proponer a la estructura implantada como un buen ejemplo de “reloj

clrcadiano”.

Implantes de hipotdlamo embrionario conteniende el niclec
supragquiasmitico han lograde reataurar en ratas adultas, algunosa de los
ritmos que se habian perdido después de una ablaclén, (Drucker-Colin y
cola,, 1984; Ralph y Lehman, 1991). Implantes de glandula pineal han
producide la recuperacién de ritmos locomotores después de una
pinealectomia (Zimmerman y Menaker, 1979}, Resultados similares han
sido reportades con implantes de ganglios en insectos (Page, 1982¢
Handler y Konopka, 1979).

Otro poderoso criterio de identificacién de un marcapaso circadiane
es su capacidad de seguir oscllande después de haber sido explantado
del cuerpo y mantenido en cultivo; posibles relojes como el nificleo
gupraquiasmatico del hipotdlamo de los mamiferos y la gléndula pineal
de los reptiles y las aves ([Deguchi, 1979), asi como los ojos de
gastrépodos y tallos oculares de crusticeos muestran ritmicidad in
vitre (Eskin, 1971; Sé&nches y Fuentes-Pardo, 1977; Block y colas.,
1993).

Los ritmos circadianos se han podide detectar en todos los niveles
de organizacién de los seres vivos, desde el subcelular hasta el de las

poblaciones.

Las reacciones quimicas de las células siguen un orden temporal

debido a la participacién de mecanismos acoplados de activacién e

" inhibicidén. Este orden temporal presenta una amplia gama de periodos no

necesariamente circadianos, loa que al acoplarse pedrian dar origen a



<)

i

i

ritmoas bioquimicos de sintesis o de degradacién de compuestos gque
participan de manera importante en la regulacién de las reacciones
metabdlicas celulares. Existen muchos trabajea realizados con los
ritmos circadianes en este nivel, como los que se encuentran
principalmente. ¢n organismos unicelulares como Euglena y Gonyaulax,
donde se han estudiade leos ritmos de divisién celular, de fotosintesis,
de emisién de luz (Edmunds y cols, 1987; Morse y cols,, 1989); en
Paramecium se han estudiado los rltmos de conjugacién, de consumo de
oxigeno y de actividad {(Miwa y cols. 1887; Johnson C.H, y cols., 1969;
Hamegawa K. y cola., 1990).

A nivel de sistemas se han identificade estructuras como el ganglio
cerebral en la polilla (Truman, 1974), los ojos en Aplysia, (Siwicki y
cols. 1969) la gléndula pineal de las aves [Deguchi, 1979) o el micleo
supragquiasmiatico de los mamifercs (Cahill y Menaker, 1989). En todos

estos estudios ha sido posible comprobar que la estructura en cuestién

_ es capaz de imponer el periocdo y la fase de la ritmicidad biolégica en

diversos fenémenos estudiadoa, aun en cultivo.

Los ritmos han sobrepasado incluso el nivel de individuec y actuan
en grupos poblacionales. Easpecies completas se ven afectadaa por los
ritmoa circadianos: ritmos de eclosién de insectos como la mariposa
monarca Yy la mosaca de la fruta, donde los organismos nacen

simultineamente (Sinha, 1981}.
Caracteristicas De Los Ritmos Clrcadianos

Con los experimentos de Blnning, Pittendrigh y Aschoff se pusieron
de manifiesto las caracteristicas esenciales de los ritmos circadianos.
Gracias a los estudios realizados por estos investigadores se ha
ganeralizado el manejo de los parametros mediante los cuales se
cuantifica la actividad peribdica, Asi, la actividad circadiana queda
determinada por los valores de perilodo, amplitud, frecuencia y nivel de

actividad que presentan las oscllaciones.

De la caracterizacidn de loas ritmos clrcadianos, ARachoff {1960}

cbtuve uha ley empirica que se conoce con ¢1 nombre de “Regla de
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Aschoff”,' segiin la cual los valores de la frecuencia de oscilacién, de

la relacién actividad/reposo o relaclén a/p, (es decir, la relacién

entre el tiempo en el que la amplitud de la onda alcanza un valor
superior al 50% o periodo o y el tiempo en el que la amplitud de la
misma estd por debajo del 50t o periodo p}) y el nivel de actividad de

las oscilacliones, se 1ncrementan en los organismos diurnos cuando
reciben ma&s luz y se reducen en loa organismos nocturnes ante esata
misma situacién ambiental.

Por la misma época en gque surgidé la regla de Aschoff, Pittendrigh
(1960} propuso el concepto de tiempo subjetive o circadianc el cual es
una representacién del tlempo interno de los organismos (dado por la
presencia de su reloj biolégice) independientemente del tiempo externo.

El tiempo subjetivo cero corresponde al inicio del periodo a y el

tiempo circadianc 24 a un ciclo completo mds adelante.

Ctra caracteristica de loa ritmos circadianos es que poseen
mecanismos de compensacién de la temperatura. En general se acepta que
las oscilaciones circadlanas no son modificadas sustanclalmente por los
cambios de temperatura ya que, dentro de términos fisgiolégiceos (30~
38°C), tales cambios no alteran en forma ostensible loa pardmetros de
las oscilaciones circadianas.

Los ritmos circadiancgs son innates y hereditaries, esto se ha
probade en diversos organismos y estructuras en los gue se han seguido
los rlrmos circadianos hasta por 14 generaclones sucesivas. (Konopka y
Benzer,IIQ?l).

También se ha logrado establecer en algunas especies el lugar
genético donde radica la capacidad de que la especle nmuestre algin tipo
de ritme circadiano e inclusive se han producide modificaciones en el

mismo, gracias a manipulaciones sobre los genes correspondientes.

Diversos investigadores han identificado en Drosophila melanogaster
dos tipos de ritmos circadianos; uno de ellos afecta el ciclo de
actividad y el otro el de eclosién de las pupas. Un método basado en
mutagénesis quimica permitié a Konopka y Benzer {1971) obtener relojes




L 1]

mutantes de Drosophila. Este trabajo, ya cldsico, mostrd moscas
alteradas en sus sistemas circadlanos; mutaciones simples en un gene
denominado per (por perxiodo) mostraron cuatro fenotipos
caracteristicos: el tipo salvaje (per’) con un ritmo de actividad y
eclosién cercanos a las 24 horas; mutantes de periodo corto (per®),
cercano a 19 horas; mutantes de periodo largo (pe:l), gue alcanza hasta
29 horas; y finalmente mutantes arritmicos (per’) gue se caracteriran
porque carecen de un patrén circadiano en los ritmos de eclesién o
actividad (Konopka & Benzer, 1%71; Keonopka, 1973)}. Gracias a la
ingenieria genética, en las ultimas décadas se ha lograde notables
progresos en la elucidacién de los papeles del gene y la proteina per
en la ritmicidad c¢ircadiana. Se ha demostrado que e)] gene per codifica
para proteoglucanos que son transcrites por un BNAm de 4.5 Kb, vy
corresponde a proteinas que contienen alrededor de 1220 residucs de
aminodcidos.

El mapeo molecular de mutantes indica, adem&s, gque el fenotipo de
periodo corto per’ resulta de la sustitucién de un simple amincicido en
la secuencia, en la posicién 589, donde una serlna es-reemplazada por
una aspargina; de igual mode el mutante de periode large per1 reemplaza
una valina por &cide aspartico y el fenotipe per’ tiene una mutacién que
cambia el codén de glutamato (CAG) por un codédn de término (TAG) en la
ponicién 464, Esto produce una proteina truncada gque presumiblemente
plerde su funcién y genera arritmia (Yu y colsa., 1987; Bayleies ¥y
cols., 1987).

Sincronizacién De Los Siatemas Circadianos

En condiciones naturales el ambiente geofisicoc presenta diversas
variacionea ciclicas que influyen sobre los ritmos biolégicos hasta el
punto en que éstos no manifiestan su oscilacidn espontanea, sino gue
ajustan su periodo innato al periodo de la varlacién ciclica con la que
tambjén mantienen una estrecha relacién de fase. A este fendmeno se le
conoce come slncronizacidn, y su importancia radica en gue permite el
ajuste o adecuacién del tiempo bioldgice con el tiempo geofisico. De
acuerdo con Pittendrigh, la sincronizacién provee a los relojes

biolégiéos de un mecanismo por el cual son capaces de reconccer la hora
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local, propiedad sin la cual los ritmos. no tendrian relevancia
adaptativa.

El desarrolle de un sistema interno para la medicldn del tiempo es
quizd, unoc de los logros adaptativos mis relevantes de los organismos,
ya que le confiere un orden temporal a la expresidn conductual y
fisiolégica del individuo.

Las sefiales externas méds Gtiles como referencias temporales son
aquéllas gue muestran regularidad y gque, por tanto, son predecibles
para el individuo. Estaa seflales son conoclidas con “Zeitgebers” que en
alemian significan “indicadores de tilempo® y que en espaflol se han
llamado sincronizadores por sus caracteristicas de regularidad casi
imperturbable; el ciclo de luz-oscuridad es el sincronizador que regula
los ritmos circadianos de précticamente todas las especies lo cual les
permite concentrar su actividad en momentes éptimos para  &u

supervivencia.

El concepto de sincronizacién fue propuesto inicialmente por
Pittendrigh y Bruce (1957) durante el desarrolle de un modelo de
osciladores. Lo propusiersn como un proceso de coordinacién entre dos
osciladores que se induce cuando éstoa oscilan con frecuencia similar;
posteriormente el término se aplicé al ajuste de ritmos endbégenos con
eventos ciclicos de la naturaleza, en el entendimiento de que la
sincronizacién implica control de 1la fase y del periodo del

sincronizador sobre el oscilador biolégice.

El proceso de sincronizacién 3se establece inicamente con eventes
ampientales gque coinciden o tienen una frecuencia de oscilacién
parecida a la del organismo, ya que éste, por sus caracteristicas
intrinsecas est4 limitado a modificar su periodo de oacilacién, sélo
dentro de ciertos valores. A los limites de periodicidad de un estimulo
sincronizador a loa que un oscilador puede ajustar su oscilaclén

endégena se les conoce como limites de sincronizacidn.

Asi, por ejemplo, un ritmo cuye pericdo en oscilacién libre es de

20 horaa puede expresar un ritmo de 24 horas al sincronizarse a un
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fenémenc externo gue tenga este periode, como el ciclo dia-noche por
eljemplo.

Diversos autores han demostrade gque una variedad de fendmenos
ambientales entre los gque se encuentran la luz, la temperatura, la
disponibilidad de alimento y las seflales sociales, puede funcionar como
estimulos sincronizadeores de los ritmos endégencos. De éstos y otros
estimulos potencialmente sincronizadores, las variaciones de
iluminacién durante un ciclo dia-noche son, con mucho, las mas
potentes, lo que colncide con el hecho de que muestran la mayor
estabilidad en el periode (lo que evidentemente tas  hace mhs -
predecibles), y las convierte en la principal sefial de sincronizacldn

ambiental, por lo menca para los crganismoa epigeos.

La sincronizacién regula no séle el periodo, sino también la fase.
Esto implica que cuando un sistema clrcadiano queda sincronizado a la
seflal externa, el ritmo adopta una determinada relacién de fase con el
dia astronémico. 51 consideramos que cada ritme adopta a su veiz, una
cierta y diferente relacién de faase con los demAs ritmos de un
determinado sistema, eato equivale & decir que el corganisme posee un
orden temporal interno. Visto desde una perspectiva circadiana, un
crganismo es un conjunto de relaciones de fage adaptativas entre los
miltiples ritmos que existen en todos los niveles de organizacién,

desde el nivel molecular hasta el nivel conductual.

El proceso de sincronizacién es central a la funcidén circadiana y
debe ser comprendido en detalle si se quiere: entender a los sistemas
circadianos. Este hecho ha sido aceptado por los estudicsos del tema
desde hace algin tiempe, lo que significa que muchos esfuerzos se han
llevado a cabo para conccer loas diatintos aspectos del fenémeno.

Para observar el efecto de los estimulos luninosos, estos
sincrenizaderes se han aplicado bajo la forma de fotoperiodos completos
de distinta duracién. Los fotoperiodos son cicles alternados de luz y
obscuridad en los que la fotofracclén tiene un determinado wvalor. lLa
respuesta a estos cambios se traduce en un camblo del periodo del ritmo
en oscillacién libre al periode de la seflal que se aplica e indica la

dependencia 2 la luz que tienen los organlamos o estructuras gue
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miestran ritmos circadianos. Uno de los mas potentes sincronizadores de
loa ritmos es el fotoperiode de 24 horas en el que se alternan 12 horas
de luz y 12 horas de obscuridad (LO 12:12).

En el caso del ciclo dia-noche la influencia del sincronlzador es
un fendmeno continue, ya gque el organisme recibe en forma continua,
informacién de la luminosidad, y por lo tanto el control que ejarce el
sincronizador sobre el oscilador es constante. Se supone gue el
sincronizador genara sobre el oscilador, en forma continua,
aceleracicnes o desaceleracjones de su velocidad angular. De acuerdo
con esta suposicién, desde el momento gquée un sincronizador incide sobre
un oscilador en oscllacién libre ejerce sobre é1 su influencia, aunque
sus cambios de fase y de periocdo son graduales y pueden requerirse
varios cicles para gque 8l oscilador enddégeno muestre la fase y el
periodo del sincronizador. Estos cambios graduales se conocen come

ciclos transitorios.

Una vez eatublecida la relacién de fase entre el oscilador y el
sincropizador, sl é&ste se retira, aquél es capaz de continuar su
oscilaclén encddgena y manifestar de nueva cuenta su perlodeo intrinseco,

a partir de la fase lmpuesta por el sincronizador.

Se ha planteado la posibilidad de que el sincronizador ejerza una
influencia breve o momentinea scbre el oscilador y le ocasione un
cambio abrupto, ya sea provocando un adelanto o un atraso de.fase. Esta
posibilidad se ha explorade en animales mantenidos en condiciones de
oscuridad continua a los cuales se les aplica una sefial breve de luz al
iniciar el dia e inmediatamente antes de que inicie la noche, de manera
que ambas sefiales ilndican los momentos de transicién de la noche al dia
y del dia a la noche, sin ejercer un efecto continue sobre el
oscilador, Esta forma de estimulo se conoce come fotoperiodos
esqueleto, (Pittendrigh, 1981) y mediante su aplicaclién ha quedado
claro que los ritmos pueden ser ajustades por seflales ambientales
breves, cuando éstas se presentan dentro de la gama de sincronizacién
del organismo. De acuerdo con la fase en que se encuentre la oscilacién
al incidir cada sefial, el individue interpretara la fase

correspondiente a la neche o al dia subjetivo. Al variar el tiempo
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entre ambas sefiales y de acuerdo con el momentc en el gque el organismo
sincroniza el inicio de su fase de actividad, se puede determinar la
duracién de la roche minima tolerable da los organismos hocturnas, ©
del dia minimo tolerable en el casc de las especies diurnas (Fuentes
Parde y cols., 1997), es decir, la cantidad minima de oscuridad o
iluminacién gque requieren las especies para desarrcllar en forma éptima
su actividad diarla. El que un sistema clrcadianc sea sincronizado por
fotoperiodos esqueleto sugiere la existencia de grupeos de osciladores
asociados con el encendide y grupos de osciladoree asociados con el
apagado de la safifal luminosa.

Come alternativa para determinar los mecanismos de sincronizacién,
Pittendrigh estudié los cambios de fase que muestran los ritmos en
oscilacién libre ante estimulos luminoasos de intensidad conogida y de
corta duracién (15 minutes} los cualea se presentan al ofganismo en

diferentes fases de su ciclo circadiano. Al establecer una relaclédn

_grédfica en la que se muestren los atrasos o adelantos de la fase del

ritmo (ordenadas), generados como consecuencia de la aﬁlicacién de un
estimule Gnico, con respecto a la hora del ciclo circadiane (abscisas)
en la qhe fue aplicado, se ocbtiene lo que se concoce con el nombre de
“curva de raspuesta de rfase” (Pig.d) {Pittendrigh, 1960). La construccién
e interpretacién de las curvas de respuesta de fase se ha convertido en
una herramienta valiosa que ha ayudado a predecir algunas propiedades
fundamentales de los osciladores que subyacen a los sistemas
circadianos.

Se ha encontrade que la aplicacién de estimulos WUnicos puede
generar curvas tipo 1 o tipo 0. El nimero hace alusién al valor de la
pendiente que se obtiene de la relacién entre los valores de las
abscisas y las ordenadas en una curva de respuesta de fase, lo que
aignifica que en algunas casos (curva tipo 1) la aplicacién del
estimulo genera atrasos y adelantos muy claros que dependen del momento
de aplicacién del estimulo y en otros {curvas tipo 0} locs cambios de
fase producidos por sl estimulo son débiles y no se pueden asociar con

el momentco de aplicacién de la seflal (Winfree, 1980). -
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Aunque ¢n la mayor parte de las especies la luz es el sincronlzador
r&s potente de los ritmos circadianos, en el ambiente de los organismos
estan presentes otres fenbmenos ambientales regulares, de menor
potencia, ¢ue también participan en la regulacién de los ritmos
biolégicos ¥y que en condiciones especiales, pueden adquirir mayor
fuerza y funcionar come los sincronizadores principales. Los estimulos
capaces de producir cambios en la fase y el periodo de los ritmos
biolégicos y de sincronizar a los sujetes en ausencia de luz aon
clasificados como sincronizadores no féticeos: 1la temperatura, las
seflales sociales, alguncs farmacoa, la actividad fiasica, la presencia

del alimento, son algunos ejemplos de sincronizadores no luminosocs.

La temperatura ha mostradc tener gran relevancia como sincronizador
secundaric y se ha asociado tanto a los ritmes circadianos como a los
circanuales (Sweeney y Hasting, 15960). En loa poiquilotermos, ha
demostrado ser una sefial sincronizadora primordial ({(Beck, 1962). En el
hombre es especialmente evidente la influencia de fenémenos asociales
come sincrontizadores. También se ha cobservado gue en ciertos grupes de
animales la actividad locomotriz y las secreciones hormenales de los
individuos pueden ser un factor determinante en la sincronizacidn del
grupoe {Winfree, 1967)., Se ha observado por ejemplo, gque en grupos de
hembras © en mujeres cohabitando puede haber sincronizacién a un
determinado estado reproductive, ya que presentan ovulacién en una fase

comin .,

De iqual manera, en algunas aves, el canto de coespacificos y en
algunos murciélagos él sonido producido por el movimiento de aleteo en
la oscuridad son seflales sincronizadoras relevantes (Aschoff y cols.,
1982).

También se ha mostrado que ciertos estimulos ambientales que suelen
presentarse asociados con los cambios de luz y oscuridad pueden
adguirir valoxr de sincronizadores mediante un procesc asacciative de
condicionamiente c¢lésico (Rusak y Zucker, 1975). Se sabe gque un
farmaco, el triazolam (benzodiazepina), produce cambios de fase de los
ritmeos circadiancs en el cricets {Truek y Losee-Olson, 1987),
probablemente debido a la induccién de un incremento de la actividad en

los animales, Comeo las curvas de respuesta de fase al triazolam y a
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otros estimulos no féticos son similares, se ha propuesto que el
mecanismo' de acclén de muchos de estos estimulos implica cambicos en la
actividad locomotriz de los individuos. ‘

La sincronizacién por estimules no féticos se 1inlcia en muchas
especies desde la vida intrauterina, ya que se ha demostrado que in
ttero, los fetos muestran ritmicidad circadiana congruente con los
ritmos de su madre. 5¢ cree gue esta sincronizacién materno-fetal se
logra mediante el intercambio de sustancias, probablemente nutrientes u
hormonas como la melatonina (Reppert y Weaver, 1991) por medio de la
placenta e inmediatamente después del nacimiento, durante el
amamantamiente. Se ha propuesto que al paso del tiempo, esta sefial
pierde relevancia para las crias y que al madurar éstas, las sefiales no
lumincsas son reemplazadas por los ciclosa luz-obscuridad ({Hoffer vy
Shalr, 1982).

En general, parece ser gue mientras menor sea el desarrollo del
siatema nerviosc, mis susceptible es la ritmicidad circadiana a la

accion de agentes no féticos.

Una caracteristica comin en los procesos de sincronizaclén es la
poca transferencia de energia que se observa entre la seflal
sincronizadora Yy el oacilador sincronizade. Se - habla de
sincronizaciones débiles ¢ fuertes, de acuerdo con la sefial
sincronizadora y el método de acoplamiento que hay entre ella y el
sistema que sincroniza. El acoplamientec puede ser directe o indirecto;
dos osciladores pueden sincronizarse mutuamente ¢ puede uno de ellos
sincronizar a otro en forma unilateral; . un sincronizador puede
sincronizarse en la misma frecuencia gque otro sincronizador o con una
frecuencia menor; sl un oscilador deja de operar por aplicacién
constante de luz, la interrupcién de ésta puede reiniciar la actividad
ritmica.

En un esfuerzo por conocer los mecanismoa en los gque se basa la
sincronizacién mediante estimulos no luminosos de 1la ritmicidad
circadiana, hemcs analizadoe este fenémeno en organismos de las especies

Procambarus c¢larki y Procaembarus digueti, El1 ritmo circadianc que
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estudiamos es el de respuesta a la luz de los fotorreceptores viasuales
(electrorretinograma; ERG), modelo experimental escogido debido a
algunas razones que expondremos un poco mas adelante. El sincronizador
que empleamcs fue la presencia en el sitic de registrs de un organismo

de la misma especie y de sexo contrario.
Ritmo Circadiano Del ERG Del Acocil

Uno de los ritmos circadiancs mejor establecido en el acocil es el
ritme de amplitud de la respuesta eléctrica a ia luz
{electrorretinograma, ERG) de los fotorreceptores visuales., Para
comprender mejor cémo se genéra este ritme ¥y, en su caso, como se
llevacria a cabo el proceso de sicnronizacién por sefiales no luminocaas,
y cudles serian las estructuras encargadas de detectar e integrar tales
sefiales se presentard inicialmente la organizacién anatomo-funcional de
las estructuras relacionadas éon el ritme del ERG e inmediatamente
después, la organizacitn del sistema olfatorio.

Organizacién Del Sistema Visual

Los fotorreceptores forman parte del ojo compuesto del acocil,
&érgane constituido por un conjunto de unidades llamadas omatidias,
dispuestas en forma paralela al eje mayor del tallo ocular. Cada
omatidia estd compuesta por un sistema éptice, un conjunto de elementos
fotosensibles y un grupc de células que contienen pigmentes conecidos
come accesorios. El sistema épticeo lo forman los medios transparentes
del ojo, es dec¢lr, las células cornéales y los conos cristalinos cuyos
vértices hacen contacto en los elementos fotosensibles. Estas son ocho
células retinulares que contienen un elemento dencminado rabdomero, el
cual estd constituide por membranas fotosensibles las que al fusionarse
con las de los rabdémeros de las células retinulares de la misma
omatidia constituyen un rabdomo. En esta estructura se encuentra un
pigmento que se identifica con la rodopsgina del vertebrado y que
responde & la luz con un cambio estructural 9 molecular. Esta reacelédn
inicia la reapuesta eléctrica a la luz de las células retinulares la
que es conducida hasta el sistema nervicso central.
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Alrededor de los elementos transparentes se encuentran tres tipos
de pigmentos retiniancs accesoriocs, el distal, el proximal, y el de
reflexién, este dltime quimicamente andlego a las purinas y pteridinas.
Los dos primeros se han identificado con la melanina.

La poslicién de loa pigmentoa proximal y distal se modifice de modo
gue en la obscuridad, los pigmentos se repliegan hacia los extremos de
la omatidia por lo que el rabdoemo queda descublerto y resulta mas

sensible a la accién de la luz.

Bajo iluminecién, ambos pigmentos se aproximan entre si y blindan
al rabdomo ya que evitan la llegada de la luz tangencial. De hecheo, la
senaibilidad del ojo a la luz es varias unidades legaritmicas mayor
cuando eati adaptado a la oacuridad que cuando lo estd a la luz ya que
los pigmentos retinianocs proximal y distal participan importantemente
en este cambio de sensibilidad.

Un_ Area brillante, refringente se produce en las células de la
cérnea cuando la luz es reflejada en la capa del pigmento de reflexidn
(tapetum), cuandc éste gueda expuesto a la luz durante la etapa en la
gue los pilgmentos proximal y distal estdn en la poaicién de adaptacién

a la oscuridad. A esta drea se le conoce con el nombre de pseudopupila.

Al lncidir la luz scobre loa- [otorreceptorea retiniancs se genera en
ellos una respuesta eléctrica, el potencial de receptor, el cual se
caracteriza por estar formado por dos componentes: unco rdpide, asociado
con la intensidad del estimule luminoso gue recibe el nombre de fase
transitoria, y otro, la fase estable que dependen de la duracién del
estimule. Si por medieo de un registro extracelular se recupera la
respuesta eléctrica a la luz de un clerto nimerc de fotorreceptores, se
cbtiene wun electrorretinograma en el cual se ddentifican dos
componentes, la HI, asoclada con la despolarizacidén de las células
retinales y la HIT que comprende a la actividad eléctrica propia de los
rabdomos. Una vez que los fotorreceptores ha respondide a la luz, se
manda la informacién codificada a2 lo large de la via visual hasta
activar a cilertas neuronas integradoras presentes enh 103 ganglios

visuales que proyectan finalmente en el ganglio cerebroide.
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Las neuronas activadas por los fotorreceptores rigen, a su vez, la
produccién de hormonas que se vierten en la glandula sinusal, en
particular de la hormona que promueve la migracién del pigmente
retinianc accesorio hacla la posicidn de adaptacién a la luz (hormona
dispersora dal pigmento distal}. Este reflejo neurcendocrino reaulta
entonces de carfcter protector y, andlogo al reflejs pupilar de los
vertebrados.

El registro ininterrumpido dutrante varios dias de la respuesta a la
luz de los fotorreceptores visuales del acocil, ha puesto de manifiestc
la existencia de un cambic periddice en la amplitud del ERG. Este
cambio tiene las propiedades que corresponden a un ritmo c¢ircadianc el
cual ha sido profusamente estudiade en esta especie. Asi, se conoceﬁ
sus caracteristicas en oscilacién libre (Fuentes Parde & Inclan Rublo,
1981;; durante la aplicacién de estimulos sincronizantes dnicos
(Fuentes Pardo y Ramos Carvajal, 1983) o periddicos {(Fuentes Pardo y
cols., 1997); en distintas etapas del desarrcllo ontogenético del
acocil (Fanjul Moles y cols., 1987; Fuentes Pardo y ceols., 1992); en
preparaciones alsladas (S&nchez y Fuentes Pardo, 1977); en relacidn con
otros ritmos (Fuentes Parde e Inclan Rubio, 1981; 1987; Moreno SAenz ¥y
cola,, 1992).

Organizacion Del Sistema Qlfatorio

La ruta olfatoria en los artrépodos se origina en la pefifezia, en
estructuras cuticulares especlalizadas llamadas sensilla las cuales se
localizan sobre el exterior de las ramas de la primera poxcién de la
antena birramia o anténulas. Las neuronas olfatorias receptoras
ascciadas con las sensilla expresan receptores de membrana especificos
a determinadas moléculas ocdorificas. Como consecuencia de la wunién
entre la sustancia y el receptor, los lones fluyen por las membranas de
las neuronas olfatorias receptoras, modifican’ el potencial de membrana,
se genera el potencial de receptor y se induce la descarga de
potenciales de accién.
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Los pétenciales de accién se conducen a lo large de los axcnes de
las neuronas olfatorias hasta regiones de un neuropilco glomerular (el
ldbule olfatoric) en el deutocerebre, donde establecen sinapsis con
neurconas de segundoe orden. Los lébulos olfatorios son esferas
claramente delineadas en los extremos del cerebro que contienen 4reas
cénicas con paguetes densos de fibras sinAdpticas llamados glomérulos
vlfatorios. Se ha sugeridc que clases especificas de neuronas
olfatorias receptoras expresan tipos particulares de receptores, en

regiones especificas de los glomérules. (Mellor y Alones, 1997).

Los lébulos olfatorios de cada lado del cerebro estan conectados a
neurcpilos en los tallos oculares por proyecclones interneuronales gue
forman un prominente gquiasma, el tracte globular olfatoric el cual
termina dentro del cerebro anterior en el cuerpo hemielipscideo.
(Sandeman y Luff, 1973; Mellcon y Munger 1990Q).

Por otro lado, el lébule olfatorie envia proyeccicnes hacia otra
estructura del deutocerebro, el lébule accesorio (pPig. 1ity. A la fecha,
noe se conoce el papel que, en la olfacién, desempefian el cuerpo
hemielipsoideo y el lébule acceaorio, aunque se ha sugeride que éste
podria eatar implicado en la integracién de las sefiales oclfatorias y el
cuerpo hemielipsoideo en la expresién motora de la conducta olfatoria.

Antecedentes Directamente Relacionados Con Este Trabajo

Gran parte de la informaclén obtenlda de estos trabajos fue
utilizada comoc antecedentes en esta tesls, 1o que permitidé tener un
patrén de referencia en lo que se refiere a las propiedades esenciales
del ritmo del ERG en oscilacién libre y ante estimulos sincronizantes.

Del trabajo de Fuentes Fardo y Ramos Carvajal (1983) se sabe, por
ejemplo, que el efecto de la estimulacidén luminosa sobre el ritmo del
ERG no es instantdneo; inicialmente es detectade comc una perturbacién
exégena que hace que el ritme muestre una ilrregularidad en el periodo y
en la amplitud de las oscilaciones circadianas normales. Estos cambios
son transitorios y preceden a la reaparicién de un estacdo estable en el

que se reinstalan el periodo y la amplitud originales, con séle algin
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cambio de fase. La accidén de estimulos luminosos tnicos sobre el ritmo
circadiano del ERG llevd a construir una “curva de respuesta de fase”
en la que se grafican los atrasos o adelantos que muestran el ritme
circadiane del ERG del acocil, ante la estimulacidn con sefiales
luminosas de 15 minutos de duracién aplicada en las distintas horas de
un ciclo circadiano. La curva de respuesta de fase mostré un camhio
abrupto de atrasos a adelantos alirededor de las 5 horas circadianas,
tiempo que corresponde a la noche subjetiva del acocil., Esta curva es
unimodal, es decir, gque durante ciertas horas (5-13 hrs. TC} del ciclo
circadiano sélo se presentan atrasos de fase, de 13-20 hrs., TC. el
estimule luminosoe no produce ni atrascs ni adelantos ¥y en otroa
momentos del cicle {20-5 hrs. TC} 3élc se producen adelantos de fase
{Fig. 2}. Estec sugiere que la susceptibilidad a la luz de loas osciladores
cambla durante el ciclo de 24 horas y muestra el caracter adaptative
del ritme circadiano del ERG. (Fig. 3).

OBJETIVOS

La presencia de las rutas de sincronizacién® de los sistemas
circadianos, los cuales incluyen los marcapasoa, y los diferentes
ritmos ¢enerados en diversas estructuras, permite a los seres vivos
adaptarse a las situaciones externas generadas por la alternancia del
dia y la noche. Del conocimiente que se posea acerca de los mecanismos
de accién de estos sistemas depende, en buena medida la posibilidad de
realizar en ellos las modificaciones y ajustes necesarios que permitan
optimizar el funcionamiente de los organismes ante las éondicionea

cambiantes del medio externo.

Recientemente se ha puesto de manifiesto que en la sincronizacién
de los sistemas circadianes pueden participar estimules diferentes a
los luminosos. Este hecho contrasta grandemente con las propuestas
iniciales segun las cuales los ritmos circadianos son poco afectados
por estimulos guimicos, mecénicos, térmicos, etc, y ha llevado a un
repianteamiento de cuiles son las rutas de Qincronizacién de los ritmos
{que hasta hace poco tlempo se proponian casl exclusivamente a nivel de
vias visuales) y, por supuesto, cudl es el preobable sitio de los

marcapasos afectados por la llegada de informacién por tales rutas.
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El objetivo de este trabajo es conocer sl ademis de la ruta de
sincronizacién por luz del ritmo circadiano del ERG, la cual ha sido
previamente establecida, existe la posibilidad de sincronizacién de
este ritmo por la estimulacién de tipo quimico.

HIPOTESIS DE TRABAJO

51 la aplicacién de una sefial gquimica es capaz de modificar las
caracteristicas esenclales de un ritme circadianc en oscilacién libre.
Entonces exiaste una ruta de sincronizacién por medio de la cual el

estimulo aplicado influye scbre el sistema circadianc cecnaiderado.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron acociles adultos de S-Tcm de longitud, en estado de
intermuda, de 1las especies Procambarus digueti provenlentes de
Michoacdn México y Procembarus clarki del laboratorioc de crﬁstaceos del
doctor Baltazar Barrera Mera en Mixquihuala Hidalgo, México.

Una wvez gue hubteron llegado a nuestro laboratorio, los animales
fueron coclocados en-acuarios de plédstico de 50 centimetros de large por
20 cm. de ancho y 20 cm. de profundidad, en condiciones de temperatura
(16°C) e iluminacién controladaa.

El régimen de iluminaci¢én gue recibieron fue de 12 horas de luz
alternadas con 12 horas de oscuridad, es deeclir, se les aplicé un
fotoperiodo 1O 12:12 donde el encendide de la luz fue a las 7:00 de la
mafiana y el apagado a las 7:00 de la noche.

Se les alimentdé regularmente con vegetales, huevo y pescado.
Un dia antes de que entraron en experimentacidén se les pegd en el
dorso del caparazén, un pedazo de corcho con acrilice dental (Nic-ton

RVS) de secado rapido.

De igual manera los ojos pedunculados se mantubieron fijos durante
el experimento. Para elle se introdujo entre ambos ojos y el caparazén
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frontal un pedazo pequefio de algodén mojade con acrilice. Las quelae se
ataron suavemente con bandas elasticas. En estas condiciones, los
animales se sujetaban del corcho por medio de una pinza de fémur y se
les introducia en un acuarie, con el fin de gue el agua les cubriera
las branguias y manteniendo la parte rostral fuera de la misma durante
todo el experimento. El acuaric tenia dos compartimientos, unc donde
estaba el macho y otro en el gue se colocaria a una hembra o a otro
mache, segun el diseflo experimental que se describe més adelante, se
colocaba dentro de una cémara de temperatura controlada (15°C) y
obscuridad constante donde se reglstraba, en forma individual y durante
un tiempo minime de diez dias consecutives, el ritme clrcadiano de

amplitud de respuesta a la luz.

Para obtener las respuestas eléctricas a la luz de los
fotorreceptores visuales (electrorretinograma ERG) se colocaba un

semimicroelectrodo de metal, de aproximadamente 5Sum de diidmetro en la
punta, a través de la superficie de la cérnea; el electrede de
referencia se sumergia en el agua, El otro extremo del mslectrodo eataba
conectade a un preamplificador GRASS modelo RP3I07. Loz estimulos
lumincscs necesarios para cbtener un ERG eran enviados al cojo del
acocil desde un fotoestimulador GRASS modelo PS22 a una frecuencia de 1
destelle de 1.8 lux de intensidad y 10ua de duracién cada 3 minutos; la
activacién del fotoestimulador dependia de un programa instalado en una
computadora Printaferm. Una vez que el ERG habla sido amplificado, la
serial se enviaba a un osclloscopioc (Tektronix TD5 460) para cuantificar
su amplitud. También era enviada a un poligrafeo (GRASS 79D} y, en
paralelo, a una tarjeta analégico-digital para ser almacenada en la
computadora. (Fig.4)

DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron acociles machos en estado de intermuda de los cuales
se obtenia el ERG durante todo el tiempo del éxpezimento.

Al quinto dia de registre se introducia al bafic una hembra de la

misma especie la gque permanecia en é]l durante cuatro horas y con los

distintos horarios que permitian cubrir el cicle circadiane (0:00-4:00,
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4:00-8:00, B:00-12:00, 12:00-16:00, 16:00-20:00, y 20:00-0:00 horas,
T¢)}. La hembra permanecia encorchada sujeta a un soporte universal y
separada del machco por una barrera de acrilico opaco perforada en la
parte baja. De esta manera se aseguraba que el macho no la viera ni
tuviera ningun contacto directc con ella perc que el agua que cubria a
ambos especimenes pudliera flulr libremente de un compartimiento al
otro. Una vez gue la hembra era retirada se cambiaba el agua del barfic.

Un segundo grupo experimental fue utilizade come registro control.
En estos registres se llevaron a cabo las mismas maniobras gque en el
primer casc sélo gue en lugar de introducir una hembra, se introducia

otro macho en el baifo.

Con el objeto de comprobar si loa posibles efectos que se esperabka
detectar sobre el ritmo circadianc del ERG obedecian a la accién de
sefiales quimicas dejadas por la hembra durante su estancia dentro del
bafio, se trabajé un tercer grupo experimental formade por acociles
" adultos machos colocados en la misma condlcién que los animales del
primer grupo pero qﬁe habjan sido previamente sometldoas a una operacién
quirdrgica mediante la cual les habia sido extirpado el deutocerebro o

por lo menos los ldbulos olfaterios. (rig. %

Las operaciones se llevaron a cabo de la siguiente manera: los
animales se anestesiaban por frio durante una hera, con un pequeilc
taladro mototul se hacia una pequefia perforacién en la parte dorso-
rostral del caparazédn del acoclil justo a la altura entre ambos tallos
oculares. Al quedar expuesto el ganglio cerebroide se observan cuatro
regionas lobularea de las cuales se extirpaba la superior izquierda y
derecha que <corresponden a la regilén integradora olfatoria o
deutocerebro. Después de la cirugia (la cual se llevaba a cabo bajo el
microscopioc estereoscépico) se colocaba un pequefic parche de acrilico
dental en el orificio del caparazén y se dejaba gque el animal se
recuperara durante no menos de 2 dias antes de llevar a cabo el

registro del ERG de acuerdo con el procedimiento descrito. (Pigs. 6 ¥ 7)
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ANALISIS DE RESULTADOS

De cada experimento se graficd el promedio de la amplitud del ERG
durante 15 minutos, es decir, 5 valores medidos cada tres minutos,
versus el tiempo transcurrido. Al desplegarse estas grdficas se
comprueba gque la amplitud del ERG muestra oscilaclones periédicas gque
siguen un patréon de caracteristicas circadianas, es decir que tienen un

periode con wvalor cercane a 24 horas. De estas oscllaciones se

determinaron, ademas del periodo, la amplitud, la relacidn afp y 1la
fase (fig. 1). los datos capturados se analizaron por medic del programa
estadistico conocido como periodograma (Statgraphics), el cual se
aplicé por separado a los datos obtenidos desde el inicioc del
experimento hasta el momento de introducelén de la hembra o el macho
segun el caso (dias 1-5} y a los datos correspondientes a la pegunda
parte del registro, es decir, a partir de que se aplicéd el estimulo y
hasta el fin del experimento (dias 5-10;}.

Para medir el posible efecto de la sefial aplicada sobre las
caracteristicas del ritmc se marcaron en las graficas los momentos de
la fase de madxima actividad de cada ciclo antes y después del estimulo.
Se marcaron también al momento en ¢ue ae esperaria que apareciera la
maxima actividad si no hublera habide estimulo y se media la diferencia
entre las fases observadas y esperadas. Con las medidas de atrasos y
adelantos de fase producidos per el eatimulo durante el clclo
circadiano de 24 horas, se construyd una curva de respueapa de fase

para estimulos de posible caracter quimico.

Se construyeron también graficas gque muestran dia con dia los
tiempos de inicio y duracién de la fase o antes y después de aplicar la
gefial externa. De las caracteristicas de las rectas que unen los
momentos de inicie de 1la fase a antes y después de la sefial, se

determinaron los cambios en el periodo circadiano y en la fase

producides por el estimulo correspondiente.
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| RESULTADOS

La grafica central de la figura B8 muestra el ritmo circadiano de
amplitud de ERG. de un acocil macho adulto colocade en condiciones
conatantes de obscuridad (00) y temperatura (16°C). El e}e de las
ordenadas muestra el voltaje producide por las células fotorreceptoras
ante un destello de prueba de 1.8 lux de intensidad y 10us de duraciédn,
en el eje de las abscisas se muestra el tiempc externc. El periodo
circadianc fue de 23,5 horas. Tos pices de mdxima actividad se
presentan en este caso hacia las 8 horas. El cuarto dia del experimento
se introdujo un macho de la misma especie {indicade por la flecha) el
cual permanecié en el baflo de las 18 a las 22 horas. Es notable la
ausencla de una etapa transitoria en el registro, el gue se mantiene
sin wvarlaciém aparente hasta el dltimo dia del experimento. 836le se
encontrd, el cuarto dia después del estimulo, una pequefla diferencia de
fase de menos de 2 horas entre los miximos de actividad esperado ¥
observado,

La grafica inferxior corresponde al ﬁismo experimento sdle que
muestra los tiempos de inicic y duraclén del perlodo de actividad a lo
largo de todo el experimento (fase «). La pendlente positiva de la
tecta que une las horas a las gque se inicié cada dia la fase de
actividad expresa que la duracién del periodo circadianc es menor a 24
horaas. La linea punteada indica el momente en que se introdujo un
acocil macho al barfioc de registro. La falta de efecto de esta accién
sobre el ritme del ERG queda evidenciada por la ausencia de cambio en
la pendiente de la recta que se proleonga hasta el cuarto dia después de
aplicado el estimulo.

En la parte superior izquierda y derecha =e presentan los
periodogramas de los ciclos antes y después de la aplicacién de la
sefial. En ambos cascs los periodos predominantes son similares, lo que
refuerza la idea de que la llegada al bafic de un especimen de la misma
especie y misme sexc no afecta al ritmo circadiano de respuesta a la

luz.
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En la figura 9, la grafica central muestra 9 de 10 ciclos del ritmo
clrcadiano de amplitud del ERG de un acocil adulto colocade en
condiciones constantes de oscuridad {(00) y temperatura (16°C).

Como en la figura anterior, en el eje de las ordenadas se muestra
el voltaje generado por las células fotorreceptoras ante un destello de
prueba de 1.8 lux de intensidad y 10ps de duracién; el eje de las

abscisas corresponde al tiempo externo.

La caracteristica mAs acbresaliente de este reglstro es que
corresponde a un animal al que se le extirpd el deutocerebro. Se
comprueba que la fase de minima actividad se presenta cerca del medio
dia y los méximos préximos a las 24 horas. La actividad es, sin embargo
bastante mis irregular que la que suelen mostrar los animales intactes
lo que se refleja en variaciones frecuentes del voltaje del ERG, Sin
embarge ¢l periocdo enddgeno tuve un valor promedie de 23 horas, por lo
que las oscilaciones cambian sus picos de actividad a lo largo del
reglstro y aparecen cada vez mds temprane. Al cuarto dia en la gréfica
se introdujo el estimulo que en este caso fue una hembra de la misma
especle, puesta en el baflo de las 16 a las 20 horas (el inicio =me
indica en la figura por Jla flecha), aqui no se alcanza a ver un
transitorio y el ritmo mantiene sus pardmetros semejantes a los que
tenia antes de la llegada de la hembra. Esto da como resaultade gue al
medir el punto de mixima actividad una vez recuperadc el estado estable
{el 40 dia después de la sefial), y comparar este momento cen el que se
hubiera presentado si no hublera habido estimule, séle aﬁa:ece una
diferencia de 1 hora, valor que bien puede considerarse como parte de
la wvariacién que muestra los ciclos circadianos en un mismo
experimento.

+
La grafica inferior muestra los tiempos de inicio y duracién de la

fase de actividad (fase o) cada dia del registro. La reqgularidad de los
ciclos se notd en los momentos de inicio de la fase o, los que se
presentan en forma regular a lo largo del registro. Al trazar la recta
que une los momentos de inicio de actividad se comprueba, por su
pendiente positiva, gque el ritmo tiéne un perledo promedio menor a 24

horas. La linea punteada marca el tiempo en el que se presentd 1la
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hembra en el Dbafio de registro donde estaba el animal de
experimentacién.

En la parte superior izquierda ¥y derecha se presentan los
periodogramas de los cicles antes y los clclos después de la aplicacién
de la seflal. Se puede ver que la distribucién de los pericdos es
diferente, en ambos casocs, lo que quizd se pueda asociar con la
irregularidad de las oscllaciones ya que la organizacién del sistema
circadianc ante la presencia de una hembra, parece no haber aidoe
grandemente modificada, inclusive en este ¢grupo experimental,

En la parte central de la figura 9 se muestra el ritme circadianc
de amplitud de ERG de un acocil macho adulto colocado en condicilones
constantes de oscuridad (00) y temperatura (16°C), El eje de las
ordenadas muestra el voltaje producldo por las células fotorreceptoras
ante un destello de prueba de 1,8 lux de intensidad y 10ps de duracién:
el eje de las abscisas muestra el tilempo externoc. Los méximos de
actividad se presentan hacia la medianoche lo que expresa la actividad
circadiana propia de un organisme nocturno. El1 cuarto dia de
experimentacién se intreodujo al bafio de registro una hembra de la misma
especie la cual no podia ser vista per el macho. S5u presencia produje
un brusco cambio en el ritmo, es decir un transitorio durante el cual
la actividad se vio abatida durante algunas horas, después de las
cuales hay una clara recuperacién. En la parte superior de la grafica
se marcd el momento en que se espera que aparezca la méxima actividad
de cada cicle, de acuerdo con el valor promedio del perilodo circadianc
(20 horas). El cuarto dia de registro se midié la diferencia entre los
tiempos en gue se esperaba y se observé el maximo de actividad. (lineas
punteadas y continuas respectivamente). Esta diferencia correspondié a
un adelanto de fase de 5.4 horas.

En la grédfica inferior se mueatra el mismo experimente que en la
gradfica anterior, s8élo que en él se presentan el inicio y la duracién
de los tiempos de actividad (fase a) de cada ciclo, antes y después de
la presencia de la hembra en el bafic. Inicialmente el periodo
circadianc promedio fue menor de 24 horas, lo que guedd expresadoc en la
pendiente positiva de la recta que une los momentos de inicie de la
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fagse o. La llegada de la hembra al sitloc de registro del ERG produjo
modificaciones sustanciales en la fase y el periode del ritmo como
puede verse en la figura donde gueda claramente expresado gque la
diferencia entre la fase esperada y la que 3e observa es de 10 horas
(marcado por la linea punteadal de atraseo, y el cambic de periodo es 3

horas ya que aespués del estimulo mostrd un valor promedio de 23 horas.

Los periodogramas que se presentan en la regién supsrior de la
figura 6 ponen de manifiesto claras diferencias en la distribucién de
los periodos circadianos mis significatives antes (izquierda) y después
{derecha) del estimulo, lo gue va de acuerdo con las modificacicnes que
presentan los registros del ritmo circadianc (grdfica central) y de la
fase de actividad (gr&fica inferior).

Los experimentos en loa que se introdujo al bafo de registro una
hembra, se hicieron durante el ciclo de 24 horas a intervalos de 4, qgue
es el tiempo que el estimulc permanecié en el sistema de reglstro. Eata
manicbra tuvo por objeto conocer si la sensibilidad al estimulo (que
asociamos con la preaencia de hormonas sexuales de la hembra) cambia de
acuerdo con la hora del dia, lo que de presentarse sugiere la accién de
un estimule quimico sobre los osciladores responsables del ritmo
circadiano del ERG. Asi los osciladores mostrarian cambies en su
velocidad expresados come adelantos o atrasos de la fase del ritmo una
vez que éste hubiera recuperado su estado estable alteradc inicialmente

a consecuencla de la estimulacié4n aplicada.

Los resultados de 35 experimentos que cubriercn el cicle de 24
horas se reunieron en la curva de respuesta de fase gue se muestra en
la figura 11. El eje de las ordenadas muestra los camblos de fase,
atrases 4 adelantos, medidos en el estado estable del ritmo, En las
absclsas se tiene la hora circadiana a la que se aplicé el estimulo.
Puede observarse que la curva no muestra ningdén patrén definide ya que
no hay zonas en las que prevalezcan los 'adelantos © en las que

bédsicamente se detectan atrasos.

Esto significa que la curva fue muy irreqular ya que mostrd horas
circadianas muy proximas en las que indistintamente ae presentan
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atrasos o adelantos de fage. Una comparacidn entre esta curva y la que
fue obtenida con la aplicacidén de estimulos luminosos iunicos (Fuentes
Pardo y Ramos Carvajal, 1983}(fig. 3) refuerza la idea de gue 1la
presencla de una hembra en el sitio de reglstro del ERG de un macho
altera la corganizacién de los csciladores que subyacen a la gensracidn
y expresién del ritmo circadianc del ERG.

DISCUSION

Los resultados obtenidoa de este trabajo corroboran la presencia de
un ricmo circadianc en la amplitud de la respuesta eldéctrica a la luz
{electrorretinograma ERG.} de los fotorreceptores visuales del acocil
cuando este organlsme es registrade en condiciones de ocscilaclién 1ibre
an oscurldad constante (00). Este ritmo ha sido ampllamentae
identificado (Aréchiga y Wierama, 1969; Aréchiga y cols., 1973; SéAnchez
y Fuentes Pardo, 1977) en distintas especies de acocil y muestra, en lo
general, las caracteri{sticas fundamentales de un ritmo c¢lrcadlane
" correspondiente a una especiea nocturna, cuande es8 registrado en
oscuridad constante (00), e8 decir, un periodo promedic menor a 24
horas, nivel de actividad relativamente elevado y relacién a/p mayer de
1 (rigura 1.

Cuandoe se aplica un estimule luminosc breve (15 min.) a un acocil
del que se registra el ritmo circadiano del ERG en coscilacién libre
bajo oscurldad constante (excepto por 1los destallos de prueba) sa
corrogbora gque come, lo probaron Fuentes Pardo y Ramos Carvajal (1983)
el estimulo luminose produce un transitorio (etapa en la que las
oscilaciones muestran grandas varlaclones en el periodo y la amplitud)
de duracién variable, después del cual el ritmo recupera un estado
estable que Be caracteriza porgue el periodec muestra de nueva cuenta
valores semejantes a los que tenfa antes de la aplicacién del estimulo.
5] ge toma como referencila de la fase del ritmo alguin determinado punto
del ciclo de 24 horas (la hora de inicio del tiempo de actividad
(periodo @) o la hora en que el cicle alcvanza su méxima amplitud, por
ejemplo),lse puede conocer la hora externa a la qua se presanta cada
dia, la fase considerada. Evidentemente esta hora depende del periodo
de la oscilacién, Ccomo consecuencia de la sefial luminosa de 15 min., la
oscllacién circadiana muestra un claro camkio de fase lo gue equivale a
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decir que entre la hora en gque aparece la fasa del ritmo y la hora en
la que se esparaba que apareceria si no hubiera habide cambios
producidos por &l estimulo, hay un atrase o un adeianto {aungue también
puade no haber cambioc algunce), que depende de la hora circadiana a la
quée 5a haya aplicado el estimulo. Al graficar en un eje de ccordenadas
la hora cilrcadiana de aplicacidén del estimulo con respecto a 1los
cambios de fase induclidos por el mismo, Fuentes-Pardc y Ramos Carvajal
construyeron una curva de respuesta de fase que permite visualizar el
efacto diferencial a lo large de un ciclo circadiano, producide por la
llegada de un estimulo capaz de perturbar, en forma transitoria, la
organizacién de los osciladores que subyacen al ritmo del ERG
correspondienta. (rig. 3}

Es aevidente que la luz aplicada es un potente sincronizador del
ritmo circadianc del ERG.

Por otra parte, la efectividad sincreonizadora de otros agentes
diferentes a la 1luz ¥y 1la temperatura no ha sido debidamente
documentada, aun cuando haya reportes en este sentido. ({(Enright, 1965;
Aschoff, 1963) Hay datos que sugleren gue el sonido, el contacto
social, factores psicoldgicos, son factores capaces de sincronizar los
ritmos del humano (Lokban, 1960). Cambios en las caracteristicas de la
rueda que suele emplearse para registrar la actividad motriz de los
cricetos son suficlentes para que el ritmo circadianc motor de estes
animales cambie sus parfmetros esencliales (Mrosovsky, 198%). El sonide
del canto del gorrién Passer domesticus, sincroniza el ritme logomotor
de esta especie (Menaker y Eskin, 1966).

La presencia de la reina en una colonia de abejas obreras de la
espacie Apis mellifera carnica L (Moritz y Sakofski, 1991) induce la
sincronizacién de log correspondientes ritmos de actividad de.todos les
miembros de la colonia.

Estos y muchos otrog ejerples (ue se encusghtran en la literatura
ponen de manifiesto el hecho, ahora aceptado por un gran ndmero de
investigadores, de que la wsincronizacién de los ritmos circadianos se
pusde llevar a cabo mediante la accidén de estimulos distintes a los
luminosos por mds que &stos sigan siendo considerados log mas potentes
sincronizadores.
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En este punto, sin embargo, debe hacersa notar que para demostrar
que una sefial es un agante sincronizador efectlivo, el ritmo conalderado
debe modificar su frecusncia hasca hacerla lgual a la de la sefal que
se le apligque. También debe excluirse la posibilidad de que el ritmo
esté enmascarado, es decir, que el cambio que se cbserva sea producide
sdlo en el pardmetro gue se mide y no en el sistema que mide el tiempo.
para ellc debe demostrarse gque la fase del ritmo ha cambiade durante la
sincronizacién.

Bajo estos c¢riterios, muy poces de  los trabajos sobre
sincronizacién de los ritmos por estimules no luminosos ponen realmente
de manifiesto tal sincronizacién. Mucho menos la explican, ya que a la
ausencia de criterios para establacer con claridad al mencionado
proceso debe afladirse la frecuente falta de Iinformacidén acerca de la
localizacidén del mistema circadiano, de las rutas de sincronizacidn que
se emplearfan y obviamente, de los mecanismos de interaccién entre

© ambog elementos.

Al emplear como punto de comparacién los cambios de fase del ritmo
de amplitud del ERG producidos por esti{mulos lumincses unicoe, quisimos
conocer @1 poslble efecto que sobre el misme ritmo circadiano
regiatrade también en condiciones de oacilacidn libre en la oscuridad
(00), tendria 1la presencia de un potancial perturbader de los
ogclladores responsables del rimo circadianc, la sefial quimlca asociada
con la presencia en el mismo bafio de registro, de un miembro del sexo
opuesto. Consideramos gque, dadas las caracteristicas del sgistema de
registro (el animal sumergido en el agua y sin poder desplazarse en el
medic) y debido a que el estimulo utilizade podria ser cualquier
sustancia liberada por la hembra era necesaric que el estimule se
aplicara durante un periode de 4 horas, tiempc relativamente largo si
ge le compara con el est{mulc luminosc que dura 15 minutos, pero que no
se antoja excesive sl se coneidera qua las suatanclas tendrian que
difundir en el medio antes de alcanzar el sistema olfatorio del macho.

Entre las sustancias libesradas por la hembra, que podrian sjercer
una cierta accién sobre el ritmo circadianc del ERG del macho, Bse
encuentra la ectisterona. La ecdistercona es una hormona estercidea
presente tantc en las hembras come en los machos de esta especie,
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sobre todo poco antes del momento de la muda. Sin embargc también ha
sldo propuesta come una feromona que en las hembras se libararfa de
acuerde ¢on un ritme circadianc que muestra su plco mdximo durante la
noche. Adn cuando no hay mucha intformacién sobre este posible papel de
la ecdisterona sn las hembras del acocil, no deja de ser tentadora la
propuesta de que esta hormona, justamenta en su papel - da feromona,
pudiera ser la responsable de las modificaciones gue observamos en al
comportamiento circadiano del macho. Evidentemente falta mucha
informacién que permita aceptar o rechazar con claridad esta propuesta.

Los camblos producidos en el ritmo del ERG a consecuencia de la
presencia de la hembra en el bafio de registro fueron muy evidentes.
cualquiera que fuera la hora de aplicacidn de la sefial, el ERG sufria
modificaciones inmediatas en la anmplitud, que solian mantenerse por
tiempos muy variados, gque sugerian la presencia de un transitorio.
Cuande se analizaban los experimentos, sin embargo, se comprobd dque los
cambios no sélc se presentaban en forma transitoria sino que B&e
mantenfan todo el tliempo del experimento ya que inclufan, con
frecuencia, cembios en el periodo. Este nos hizo suponer inicialmente
que la presencia da la hembra en el bafio, {aun cuandc no era vista por
el mache) ara, en efacto un estimule sincronizante - muy potente - del
ritmo circadiano del ERG. Sin embargo, al reunir la informacidén
obtenida de todos los experimentos hechos en esta  condicidn,
comprobamos que los efectos producideos por la <eatimulacidn  eran
indepandientez de la hora circadiana a la gue se hublera introducide la
hembra, ya <ue en un determinado momento del cicle, igual se podia
observar un atraso, un adelante o una ausencia de cambio de fase.

MAs alin, en la mayor parte de los experimentes habfan cambios de
periodo, pero éstos tampoco mostraban ningudn patrén evidente (Tabls 1).

La construccidén de la curva de respuesta de fase puso de manifiesto
esta irregularidad. De la comparacién entre el CURVA DE RESPUESTA DE
FASE obtenida a partir de la aplicacién 'de un astimule luminoso
{Fuenres Pardo y Ramos Carvajal, 1983} (rig. 3 con la CURVA DE
RESPUESTA DE FASE generada a partir de la presencia de la hembra, se
puade concluir gue ante esta udltima situacidén el ritme circadianc del
ERG no 86lo no es8 sincronizado sino que se desorganiza casi por
completo (Pig. 11).
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Para ﬁrohar que la accidén observada en el ritmo circadianc del ERG
se debia, en efecto, a la presencia de alguna sustancia liberada por la
hembra hacia el bafic donde estaba pregsente el macho del gue sa
registraba el ERG, se llevd a cabo come contrel, la segunda saerie
exparimental que consistid en la introduccién al bafic de otro macho
colocado en condiciones semejantes a las de la hembra. Cualgquiera que
hubjiera gido la hora de 1la introduccidén, el animal en registro no
parecidé enterarse de la presencia del otro mache, come puede inferirse
del registro del ritme del ERG, el cual s=6lo mostrd una peguefia
alteracién al momento de la introduccién pero se mantuvo gin ningin
cambio ostensible durante el restc del experimento (Pig. 8} .

El tercer grupc experimental vino a confirmar la idea de que los
camblos producidos en el ritmo del ERG son debldos a la liberacién
hacia el bafic de alguna sustancia quimica producida por la hembra.

El supuesto dal gque se partidé es gue log cambios serian detectados
bdsicamente por los receptores guimicos que se localizan en la base de
las anténulas, donde se iniciarfa la informacién que alcanzaria el
deutocerebro, en particular el glemédrule olfatorio. La forma mediante
la cual se enteraria el marcapaso responsable de la oscilacidn
circadiana de arribho de las sefiales quimicas, asi{ comc los mecanismeos
qua particlpar{an en los registros del relo] blolégico ante estas
sefiales, es alge que, a la fecha, se desconoce por completo., Como
quiera que se lleven a cabo estos procescs lo que resultd evidente es
que cuando @l sujeto de experimentacidén fua un animal al gue
proviamente se 1lae habfan extlrpade los lébulos olfatoriocg o todo el
deutocerebro (rig. 6 y 7){qua es el casc de los animales que conformaron
el 3er grupo experimental), la presencla de una hembra dentro dael bafo,
cualquiera gque hubiera sido el horarlo en el que fue introducida, no
produjo ningin efecto detectable en ol ritmo clrcadiano (Fig. 9 lo que
evidentemente apoya la Interpretacidén dada a los axperimentos gque
conformarcn el primer experimental.

De acuerdo o¢on eastoes heches y retomande la idea de gue la
ecdisterona podria ser la sustancia responsable del cambio que muestra
el ritmo del ERG de los machos ante la presencia de una hembra, se
encuentran en la literatura algunos casos de artrépodos en los gue la
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presencia de individuos de la misma especie y de sexo contrarioc altera
y desorganiza los sistemas circadianos. Lin y Lee (1996) y Leea y Wu
(1994) por ejemple, comprobaron en la cucaracha Blattella germanica que
la actividad locomotriz relacionada con &l apareamiente y con 1la
bisqueda de la pareja durante la época de apareamiento, estéd bajo el
contrel de un reloj bieclédgice el cual induce el que los individuos de
amhcs  sexos sincronicen sus movimientog, Sin embargo, &l ritmo
circadiano tiende a gquedar enmascarado en las hembras debido al
desarrolle ciclico de los ovarios. 8dlo la presencia de algunos
factores de tipo social como por ejemplo el contacte directo con les
machos {inducidc; experimentalmente} 1llevarfa al dJdesenmascaramiento de
#u ritme circadiano locomotor. Aun cuande lod autores no proponen
ninguna explicacién a estos hechos, lo que resulta pumamente
intergsante para nuestro trabajo es la evidencia gue obtlenen de que
son justamente los cambica ciclicos en el desarrollo de los ovarios
{cambios que necesariamente corresponden a cambics hormonales) la causa
del enmascaramiento del ritmo.

El enmascaramiento es un fendmeno que se presenta con relativa
frecuencia en los sistemas circadiancs, el termine alude al hecho de
gue bajo clertas formas de estimulacién, un ritmo circadiano permanece,
pero gueda disimulado {(enmascarado) debide a las respuestas que da el
sistema cilrcadiane a esas formas de estimulacién, Es decir que podria
proponsree que losg camblos cfclicos de hormonas sexuales femenlnas son
una posible causa de qQue el macho, que los detectarfia por su presancla
en e)l baflo, altere sus patrones circadianos en forma evidenta. De hecho
le que aqui cbkservariamos seria el enmascaramiento en el macho del
ritme del ERG debido a la accién de hormonag sexuales femeninas.

Bajo la perspectiva de un posible proceso de enmascaramiento del
ritmo del ERG, nuestros resultados podrian se explicados de acuardo con
algunas ideas que diversos autores han expresado alrededor de este
fendmeno en algunas especies de vertebrados.

Davis y cols. {1987} encontraron que el ritmo de actividad del
cricetc mache se ve enmascarade por la presencia en el medio de
registro de una hembra de la misma especie. Alge semejante fue hallado
en el marsupial australiano Peraurus breviceps {Kleinknecht, 1985) y en
el primate Caliithrix jacchus (Erkert ¥y cols., 1986). Aschoff y wvon
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Goetz (19'83} encontraron gue la presencia periddica de 3 h por dia, de
una hembra de la especle Mesocricetus auratus en un sitio préximo al
lugar de reglatro de la actividad de cricetos machos, cieagos por
enucleacidén, no produjo ningin cambic de fase en el ritmo motor de
estos animales. Los autores concluyen que sa requlere un contacte
figico entre hembras ¥y machog para ¢gue se Jlleve a cabe la
gincronizacién de sus ritmos circadiancs. Sin embargo, en algunos de
sus experimentos los mismoes autores encentraron alteracicnes en el
patrén circadiano del ritmo motor de machos ciegos, debidas a la
presencia de la hembra y concluyen que su trabajo y los de Erkert y
colg. {1986) y Kleilnknecht (1985) apoyan la participacién de las vias
clfatorlas y probablemente también auditivas, come rutas implicadas en
el enmascaramiento de los ritmos circadianos de distintas especles de
mamiferos.

PROPUESTA

La seffal luminosas inicia 1la activacidén de los fotorreceptoras
visuales los cuales activan las flbras aferentes (Nervio éptlco} que se
proyacta desde la periferia hasta el sistema nervicso central. A 1lo
largo de éstae recorride, se llavan a cabo distintas sinapsis en los
neuropiles de las laminas ganglionares y la medula terminal, lo dque
implica que la informacién visual llega altamente procesada hasta el
protocershre medio, en particular hasta el neuropile protocerebral
medic anterior. Es probable cue en esta egtructura no sdlo se integre
la inforamcién visual sino qi.le ge genere la actividad ritmica que
caracteriza a la respuesta a la 1luz del acocil, de tal manera gque
habr{a una salida périocdica desde é&ste sitio hasta la gldndula sinusal
(68}, estructura gue sze hubica en al talle ocular y que estd may
préxima a la médula terminal. La gldandula sinusal libera, tambidén
pericdicamente, neurosecresiones acumuladas procedentes de distintas
egtructuras {(como el organo X y probablemente fibras neurosecretoras
del sigtema nervioso central) hacia el torrente circulatorio de tal
suerte gque los fotorreceptores y los pigmentos accesorios wverian
modificada su capacidad de respuesta,

Por otro lado, la Ilnformaclién quimica reciblda desde los sensilla
olfatorios llegan a las neurcnas aferentes daesde donde arribarfan al
glébulo olfatoric. Es posible que la informaciém quimica integrada en

~
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el 16bulc accescorio y desde donde alyunas fibras alcanzarian el tracto
olfatorio el cual proyecta hasta el nlcleo hemielipsoidec (Fig. 12)
(flechas negras) .

comc las seflales quimicas  alteran el ritmo circadiano del ERG, se
propone una comunicacién entre el cuerpc hemielipsoidec ¥ el neuropile
protocerebral medio anterior de tal manera ¢ue la informacién guimica
estarfia en posibilidad de modificar la actividad peridédica {circadiana)
que se transmite desde el NPMA hasta el sistema visual de esta especie.

CONCLUSIONES

1.- 81 se registra la respuesta eléctrica a la luz (ERG) de los
fotorreceptores visuales de un acocil colocado en condiciones de
oscilavién libre bajo oscuridad constante (00), se comprueba que la
amplitud ‘del ERG presenta cambios periédicos que al ser analizados
muestran caracteristicag circadianas.

2.- Si durante la fase estable del ritmo circadiane de amplitud del
ERG de un acocl]l, se coloca en el bafio de reglistro durante 4 horas otro
acocil macho, no se preducen cambioz detectables en las oscilaciones
del ritmo del ERG.

3.~ Si de un acocil macho al gque se le han extirpado
quirirgicamente los lébules olfatorios o el deutoccerebro, se registra
el ERG durante varios dfas consecutivos, se comprueba que Ia amplitud

de é&ste muestra un ritmo circadianc similar al de un animal intacto.

4.- El ritmo circadianoe del ERG de un acocil macho al ¢ua se le han
extirpado los lébulos olfatorios o el deutocerebro neo presenta ninguna
modificacién que pueda atribuirse a la presencia de una hembra
especifica en el bhafic de registro.

5.- Si durante la fase astable del ritmo circadiano de amplitud del
ERG de un acocil macho, se coloca en el bafio de registro un acocil
hembra en distintos momentos del ciclo c¢ircadiano, durante un periodo

de 4 hofas, las oscilaciones del rimo se alteran en amplitud, periodo y
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fase, gin gue estos cambios se puedan correlacionar con la hora
circadiana a la que se introdujo la hembra.

6.- Estos datos sugieren que la desorganizacién gque muestra el
ritmo ¢irecadiano del ERG de un acocil macho cuando se introduce al baflo
de registro una hembra de la misma especie, es producida por la accién
de alguna sustancia quimica de cardcter hormonal liberada por la hembra
. hacia el bafio y detectada por el sBistema ¢lfatorio del macho.

7.- E1l que una sefial olfatoria altere el sistema circadiano
responsable de la generaclén y expresidn del ritmo del ERG, sugiere la
presencla de una via que comunique al centre olfatoric con el sistema
circadiano. Se propone una posible coneccién entre el sistema olfatorio
y el sistema circadianoc del ERG.
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Pigura 1. Registro del ritmo circadianc de amplitud del ERG de un
acocil macho, adulto, colocado en condiciones constantes de temperatura
(16°}) y obscuridad (00) {s&lo Llnterrumpida por los destellos luminoscs
de prueba). Abecisas: Tiempo. Ordenadae: Voltaje del ERG. N&tese que
lae caracteristicae del ritmo corresponden a las de un animal nocturno
(ver texto).
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'Figura 2. Modeloe de sistemas circadianos; el simbolo@ resenta una
estructura celular capaz do ogcilar en forma endégena; el [:I represanta’
una estructura celular que sigue las oscilaciones en forma pasivaj la
figuraN indica la oscilacién de un mediador quimico; ™" indica la
via sincronizadora hacia el oscilador endbgeno; ....o--------> indica la
direccién de la fuerza oscilatoria; P es el marcapaso; Modelo I,
sistema oscilatorio con 86lo 1 oscilador; Modelo ' II, eistema con
caciladores maltiples arreglades en forma Jjerdrquica; Modele III,
sistema con oeciladores miltiples arreglados en forma no jerfrquica.

i
{Tomado de Moore-Ede, 19B1).
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Figura 3. Curva de respuesta de fase del ritmo c¢ircadlano del amplitud
de BRG de un acocil colocado en obecuridad’ constante {00) ante la

aplicacién de estimulos luminosos f(nlcos de 15 minutos de duracién.
Abscisas: Tiempo circadiano de aplicacién del estimulo. Ordenadas:
cambios de fase en horas. Note que la curva tiene una zona en la que

s6lo hay atrasom y otra en la que 86lo pe presentan dnicamente

adelantos de fase. (Fuentes-Pardo y Ramos Carvajal, 1983).
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Figura 4: Sistema empleado en el registro de ERG. La computadora manda

una sefial cada 3 minutos a los fotoestimuladeores. La respuesta al
destello es recogida por un electrodo metllico y la sefial amplificada
pasa por un oeciloscopio y llega a la computadora donde gqueda
almacepada. Otro animal de la misma especie (estimulo) es introducido

al bafio de registro sin que el sujeto de experimentacitn pueda verlo ni

haya contacto fisico entre ambos.
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Figura %: Fotografia de un corte transversal del ganglio cerebroide: A)

deutocerebro, B) lébulo olfatoric.

Figura 6: Fotografia de un corte transversal del guanglio cerebroide al

que se le extirpd el lébulo olfatorio.
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Figura 7: Fotografia de un cotte transversal del ganglio cerebroide al

que se le extirpé el deutocerebro completo.

ESTA TESIS NO OFBE
SiR BE A siSLIOTECA
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Figura B: La gr&fica central muestra el ritmo circadiano de amplitud de
BRG. de un accocll macho adulto colocado en condiciones constantes de
obscuridad (00) y temperatura (1l6oC). El cuarto dia del experimento ase
, introdujo un macho de la misma eepecie{lindicado por la flecha) el cual
.permaneclé en el bafio de las 18 a las 22 horas. La grffica inferior
corresponde a loe tlempos de iniclo y duracitn del periodo de actividad
a lo largo de todo el experimento {fase o). La falta de aefecto de esta
accién scbre el ritmo del ERG gueda evidenciada por la ausencia de
camblo en la pendiente de la recta que se prolonga hasta el cuarto dia
daspuée de aplicado el estimulo. En la parte superior izquierda y
derecha se presentan los pericdogramas de los ciclos ante; Y después de

3
la aplicacifn de la seflal. (Ver texto).
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Figura 9:; La gréfica central muestra 9 de 10 ciclos del ritmo
circadiano de amplitud del ERG de un acocil adulto al que se le extirps
8l deutocerebro y fue colocado en condiciones constantes de oscuridad
(00) y temperatura (16oC). La flecha gefiala el momento en gque se
introdujo en el bafic una hembra de la miema especie. La grifica
inferior muestra los tiempos de inicio y ‘duracién de la fase da
actividad (fase o) a lo largo del registro. En la parte superlor
izguierda y derecha se presentan los periodogramas de loe c¢iclos antes

Y después de la aplicacién de la seflal. (Ver texto).
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Figura 10: La parte central muestra ol ritmo circadiano de amplitud de
ERG de un acocil macho adulto coleocade an condiclones constantes de
ogcuridad (00) y temperatura (l6oC). El cuarto dia de experimentacidn
Be introdujc al bafio de registro una hembra de la misma especie En la
gréflca infericr se muestra el iniclo y la duracidén de los tlempos de
actividad {(fase o) de cada ciclo. La llegada de la hembra al sitio de
registro del ERG produjo modificaciones sustanciales en la fase y el
periodo del ritmo Los periodogramas que se presentan en la gréfica
puperior ponen de manifiesto claras diferenclas en la distribucifn de
los periodos circadianos mds significativos antes (lzquierda) y daépuéa

(deracha) del estimulo. (Ver texto).
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Figura 11: Curva de respuesta de fase construida con los atrasos Y
adelantos (ordenadas) que mostrd el ritmo del ERG cuando una hembra
habfa sido intreducida al bafic durante distintos tiempos circadianoé
del animal de experimentacién (abscisas). Puede observarse gue la curva
ne muestra ningun patrén definido ya que no hay zonas en las que
prevalezcan los adelantos ¢ en las que basicamente se detectan atrasos.
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Figura 12: Diagrama dque muestra las principales estructuras del sistema
nervioso del acocil y 1las posibles rutas que participan en la
sincronizacién del ritmo circadiano del ERG por estimulacién luminosa y
por seflales quimicag (ver texto).

Fo- Fotorreceptor CD- Comisura Deutocarebral

NO- Neuropilos Opticos NDC- Neuropile de la cComisura
MT- Medula Terminal Dautocerebral

CH- Cuerpo Hemielipsoidal NTGO- Neuropilo del Tracto
G5- Glandula Sinusal Globulo Olfatorio

NPMA- Neuropilo Protocerebral LO- Lobule Olfatorio

Medio Anterior sa~ Sensgilla

Pp- Puente Protocerebral RO- Receptor Olfatorio

TGO- Tracto Glebule Olfatorio LAC- Lobulo Accescrio
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Experimentos Tiempo Periodo Periodo Diferencia Adsiartos (-)
Circadiano Antes del Después del | enlos Pericdos | Abrascs (+)
Estimulo Estimuio

Experimenco 1 2.9 23,0 22,0 1,0 0,0
Experimento 2 4,8 18.4 23,2 -4.8 -6,0
Bxperimento 3 5,3 22,0 22,6 ~0.6 -7.8
Experimento 4 5,7 25.0 24.0 1.0 &7
BExparimento 5 5,1 20,0 21.3 -1,3 -%.1
Experimento & 6,3 26,1 21,1 5,0 -4,6
Experimento 7 6.4 26,0 26,0 0,0 -d.,6
Exparimento & 6,8 19,0 18,3 0,7 -4,0
Experimencto 9 7.0 21,4 22,3 -0,9 2.4
Exparimente 10 8,0 21,4 21,3 0,1 6,0
Exparimento 11 8,0 - 24,4 23,5 0,% -4.,8
Expaerimento 12 4,0 25,3 22,8 2,5 -5,4
Experimsnto 13 10,8 23,0 24,1 -1,2 -1¢,8
Experimento 14 11,5 21,7 23,1 -1,4 0,0
Experimento 15 11,7 25,7 25,7 0,0 -5.4
Experimento 16 13,0 23,2 26,1 -2,9 -5,%
Experimento 17 13,6 20,6 20,9 0,6 -6,5
Experimento 18 14,4 27,6 22,8 4.8 -11,0
Experimento 19 14,9 28,0 29,3 -1,3 0.0
Experimento 20 16,0 26,7 28.4 -1,7 -4,4
Experimento 21 16,0 25,0 27,1 -2,1 -1.,3
Experimento 22 16,3 21,13 21,3 4,0 -5,4
Exparimento 23 17,2 29,0 25,0 4,0 =12,0
Exparimanto 24 17,5 26,1 22,5 3,6 8,1
Experimento 25 18.3 22,0 2_4,0 -2.0 -6,5
Exparimento 26 18,4 22.0 21,2 0,7 -8.9
szperimenr.o 27 18,9 27,0 29.0 -2,0 8,2
|zxper1menco 28 19,0 27,2 26,0 1,2 -9.6
Fxpurimsnto 29 19,2 24,8 27,5 -2,7 6,0
Fxparimento 30 20,1 26,6 24,3 2,3 -7.5
Fxperimonto 31 20,2 21,5 22,5 1,0 -9,7
Fxperimanto 32 20,8 23,2 22,8 0,4 3,2
Fxperimanto 33 20,8 20,6 22,2 ~1,6 4,8
Fxperimento 34 21,2 24.6 25,3 -0,7 3,2
[xperimente 315 22,0 26,2 28,0 -1,8 -2,6
Fxparimento 16 22.4 25,3 24,0 1,3 -1,06

Tabkla 1: Resultados de los experimentos de animales machos a los gue se
estimuldé con hembras puestas en el bafo de registro en distintos

momentos circadianos.
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