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RESUMEN

#F] fotorreceptor extrarretiniano localizado en el sexto ganglio abdominal del
acocil Procambarus clarkii, ha cavsado gran interés desde su descubrimiento en
1934. Desde entonces un gran niimero de investigadores han tratado de dilucidar la
funcionalidad de este fotorreceptor. Entre sus mas interesantes caracteristicas esta su
influencia sobre los fotorreceptores retinianos, particularmente €n su influencia sobre
la amplitud de! electrorretinograma (ERG).

El objetivo de este trabajo es dilucidar la relacion entre la variacion de la
amplitud del ERG, cuando el fotorreceptor extrarretiniano del sexto ganglio
abdominal es estimulado con pulsos de lz blanca de intensidad y duracion
controlada, asi como observar, de que manera tal respuesta es modificada durante
diferentes horas del dia. Para ello, pulsos de luz de distinta intensidad (1, 10, 100 y
600 Wm?) fueron usados en animales distintos, bajo condiciones controladas de luz
y temperatura. La respuesta electrorretinografica fue obtenida cada 3 minutos y la
estimulacién luminica en el sexto ganglio abdominal cada 4 horas. Los parametros
como variacién en la amplitud del ERG, latencia ¢ intervalo de transicion fueron
evaluados, Los resultados de este trabajo indican que el fotorreceptor extrarretiniano,
localizado el sexto ganglio abdominal, provoca variaciones en la amplitud de la
respuesta del ERG al ser estimulado con luz blanca. La magnitud de tales variaciones
depende de la hora del dia y de la intensidad utilizada. Lo anterior implica que el
sistema circadiano que controla €l ritmo de amplitud del ERG en el acocil es
afectado por el sexto ganglio. Mostrando una relacion fisioldgica entre las
estructuras fotorreceptoras y, que varias estructuras neurosecretoras estan implicadas

en esta relacion, alterando la dispersién de los pigmentos retinianos.



INTRODUCCION

A lo largo de la evolucién todos los organismos han estado sometidos 2 la
temporalidad ejercida por los cambios ambientales ciclicos, esto se manifiesta en
toda la diversidad biolégica. Asi el reloj biologico representa la capacidad de medir
el tiempo internamente y de establecer una relacion con el tiempo externo para lograr
la sincronizacién entre los procesos fisiologicos y los factores ambientales.

Los movimientos de rotacién y de translacion de la Tierra producen cambios
ciclicos en la distribucién de diferentes formas de energia, como la luz y el calor,
generalmente, tales oscilaciones presentan diferentes periodos (24 horas o un afio),
de manera que la mayoria de los seres vivos estamos expuestos a estas fluctuaciones.
Durante la evolucién de los seres vivos, el orden temporal presente en el ambiente
introdujo cierta periodicidad externa sobre los primeros grupos celulares al influir en
los sistemas metabolicos primitivos, regulando la presencia o ausencia de alguna
sustancia a cierta hora del dia, o interviniendo en el funcionamiento de las asas de
retroalimentacién negativa que los componen (Pittendrigh, 1984), originando
programas temporales genéticamente determinantes en los organismos, quienes
desarrollaron la capacidad de manejar la informacion externa y medir el tiempo, Es
por ello que los ciclos biologicos son tan semejantes a los ciclos geofisicos, ya que
manifiestan la temporalidad ambiental; mientras que las diferencias que se observan
entre ellos se deben a la variabilidad intrinseca de cada organismo (Aguilar, 1993).

De esta manera, cualguier sistema biolégico que presenta una oscilacién
sostenida por un sisterna activo y que continua ain cuando la energia es constante,
entonces puede ser propuesto como un sistema con un ritmo endogeno, a diferencia
de un ritmo generado exdgenamente que necesita de una referencia periédica de

sefiales externas para expresarse (Aschoff, 1984).



ANTECEDENTES
HISTORIA DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Por siglos se creyd que los cambios ciclicos en los organismos se debian
exclusivamente a que manifestaban las variaciones ciclicas en los factores
ambientales, coma la alternacion de Ja luz y la oscuridad en el ciclo diario o del calor
yel frio a lo largo de las estaciones del afio. No fue sino hasta el siglo XVIII cuando
los cientificos de la época comenzaron a cuestionarse el origen enddgeno de los
ritmos biolgicos. En 1729, el astrénomo francés J. 1. de Mairan reportd que los
cambios ciclicos en la posicion de las hojas del heliotropo, persisten aun despucs de
colocar a las plantas en condiciones de oscuridad constante. Posteriormente Candall,
reportd que los ritmos biologicos diarios que persisten en condiciones constantes de
iluminacién difieren del ciclo de las 24 horas, al observar que los movimientos de las
hojas de Mimosa pudica en oscuridad constante tienen un periodo de 22-23 horas.
Por otra parte Bunning demostré que la periodicidad biologica es transmitida de
generacion en generacion de acuerdo con las leyes de la Genética, al obtener
productos hibridos de dos variedades genéticamente diferentes de Phaseolus (con
periodos de 23 y 27 horas en el ciclo de movimiento de tallos y hojas} con periodos
de 25 horas (citados en Moore-Ede et al., 1982; Reinberg y Smolensky, 1993;).

A la persistencia de la ritmicidad biolégica, con una ligera pero significativa
variacién con respecto al periodo que la caracteriza, se ha denominado oscilacién
esponténea, comiinmente conocido como “free running" (Aguilar, 1993). El periodo
de oscilacién espontanea de un ritmo biolégico se aproxima ligeramente al periodo
de los ciclos ambientales a los que se ajusta. El termino circadiano “alrededor de un
dia” fue introducido por Halberg en 1959 para referirse a aquellos ritmos u
oscilaciones enddgenos con un periodo cercano a las 24 horas (Aschoff, 1984,
Aguilar, 1993).



Son muchos los ritmos que presentan un periodo alrededor de las 24 horas y
un afio, sin embargo se han demostrado ritmos tanto ultradianos {con un periodo
menor a 24 horas) como infradianos (mas de 24 horas). Entre ellos hay 4 ritmos
asociados a los ciclos geofisicos de las mareas, las fases de la luna y las estaciones.
Manifestdndose en los sistemas biolégicos con ritmos circamareales, circalunares y

circanuales de los sistemas biolégicos {Aschoff, 1984).

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

El concepto de reloj biologico surge de la hipodtesis de que, una o varias
estructuras organicas funcionan como marcapasos y son capaces de imponer periodo
y fase a los diferentes procesos organicos. Donde los relojes biologicos presentarian
dos funciones principales, por un lado al tener la capacidad de reconocer el tiempo,
pueden reprogramar el orden temporal interno de acuerdo a los cambios ambientales
y por el otro al proveer una secuencia temporal estable en su programa de la sucesién
de los eventos miden los lapsos de tiempo (Pittendrigh, 1984). Sin embargo hay
investigadores, como Halberg y Reinberg que no circunscriben el concepto de reloj
a una o varias estructuras, sino que el reloj es el resultado de la interaccion de
miultiples procesos fisiolégicos con la participacion de ciertas estructuras especificas
(Aguilar, 1993), que cumpliria con las funciones descritas anteriormente de la misma
manera,

La relacién de los factores externos sobre los ritmos biolégicos no fue
completamente entendida sino hasta que en 1954, tanto Halberg como Aschoff
introdujeron la idea de gue las variaciones ciclicas ambientales son capaces de
influir en la expresion de los ritmos circadianos. Los factores ambientales como luz y
temperatura son capaces de imponer un periodo a la ritmicidad bioldgica y de

establecer una relacién de fase entre el ciclo ambiental y el biolégico (a tales factores



se les ha llamado "zeitgeber" (dador de tiempo), sincronizadores o agentes
sincronizadores). A este fenémeno se le llama sincronizacion y su importancia radica
en que permite el ajuste entre el tiempo biologico con el geofisico, dando a los
organismos la capatidad de reconocer la hora del dia (Aguilar, 1993},

Existen dos mecanismos, por los cuales la luz, como agente sincronizador
puede establecer su influencia sobre el reloj biolégico. En el primer caso la sefial
sincronizadora entra al oscilador de manera continua a través de casi todo el ciclo
provocando cambios en la velocidad angular del oscilador. Mientras que en el
segundo caso la sefial sincronizadora es breve causando cambios de fase abruptos y
discretos, adelantando o retrasando el ritmo (Pittendrigh, 1984).

En 1960, J. Aschoff mostré que en una amplia variedad de especies diurnas
de invertebrados y vertebrados, el periodo de la oscilacién espontdnea (1) en
condiciones de iluminacién constante (L), se acorta en especies diurnas cuando se
incrementa la intensidad de la luz y se alarga en especies nocturnas. Al mismo
tiempo, la relacion entre la duracion de la actividad y la de reposo (a/p) es mayor en
los animales diurnos que en los nocturnos en LL. Lo que implica que a mayor
intensidad de la luz, la fase de actividad dura més en los animales diurnos, ademads
de que el periodo (1) es mas largo a 24 horas en animales diumos en condiciones de
oscuridad constante (I373) y més corto en animales nocturnos. Esta relacion de
respuestas es mejor conocida como la Regla de Aschoft, la cual parece cumplirse en
muchas especies (Aschoff, 1984).

El ciclo completo de un ritmo circadiano tiene 24 horas circadianas, una hora
circadiana tiene un valor de /T, donde 1 es ¢l periodo del ritmo biolégico y T son las
24 horas del tiempo real o externo, De esta manera la oscilacion es descrita en
términos de Tiempo Circadiano (CT), la escala de tiempo circadiano representa la
relacion temporal de la variable biolégica con el zeitgeber (Moore-Ede et al., 1982,
Pitiendrigh, 1984).
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Para que una oscilacidn periddica presente en los organismos pueda ser
considerada como un ritmo biolégico circadiano endégeno, debe de cumplir con las

siguienies caracteristicas:

1. Debe de persistir en condiciones ambientales constantes y la longitud de su
periodo no es exactamente igual a la longitud del periodo del ciclo geofisico que
refleja.

2. Elritmo sincroniza a factores ambientales de luz y temperatura constantes, que
presentan un T = 24 horas, sin embargo hay otros agentes como el sonido y los
factores sociales; que son capaces de sincronizar un ritmo biologico. La
influencia de las variaciones ambientales sobre el ritmo bioldgico varia segln la
hora o fase del ciclo a la cual se estimulo.

3. Un ritmo biolégico presenta compensacion de temperatura. Es decir, el
organismo presenta un Qyy de aproximadamente 1.0 ante cambios de temperatura

de 10° C.
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ORGANIZACION GENERAL DEL SISTEMA NERVIOSO EN EL
ACOCIL,

El acocil presenta un sistema nervioso caracteristico de los crusticeos
macruros, el cual consiste de un doble cordén nervioso ventral y una serie de
ganglios pareados que van desde la region cefélica a la caudal (Figura la). Los tres
primeros ganglios toracicos estan fusionados en el ganglio supraesofagico y se unen
al ganglio subesofagico a través de las comisuras circumesofagicas. Ademas de 5
ganglios toracicos y 6 abdominales no fusionados (Holdich y Lowery, 1988).

El ganglio supracsofagico (ganglio cerebroide o cerebro) se divide en
protocerebro, deuterocerebro y tritiocerebro; la divisién esta asociada con la
evolucion de los érganos de los sentidos (Holdich y Lowery, 1988). El protocerebro
anterior se conecta con los pedinculos oculares inervando la regién optica. Cada
pedunculo se puede subdividir en cinco neuropilos: la lamina, la medula externa, la
medula interna la medula terminal y €l cuerpo hemielipsoidal (Figura 1b). Estas dos
\Gltimas estructuras son derivados embriologicos del protocerebro medio (conocido
como el protocerebro externo} y son capaces de tomar parte en el proceso visual

(Sanderman, 1990).
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Figura 1. A, Esquema dc los ganglios céfalicos, tordcicos y abdominales en el Sistema Nervioso del
acccil, ademas del Pedinculo Ocular (Modificado de Bliss, 1982). B. Esquema del lobulo éptico del
acocil adulto, Retina (R), Lamina Ganglionasis (L(3), Médula Externa (ME), Médula Interna (M),

Médula Terminalis (MT), Glindula Sinusal (GS) , el Cuerpo Hemielipsoidal (CH), el Organo

Medular Neurosecretor (OMN) v ¢l Organo X (OX) (Modificado de Aréchiga, 1983),
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EL 0JO COMPUESTO DEL ACOCIL (Fotorreceptor retiniano)

Los fotorreceptores retinianos del acocil, localizados a ambos lados del
rostrum, moviles y pedinculados cumplen con las caracteristicas inherentes a
cualquier célula fotorreceptora para captar la luz, absorben cuantos de luz en
sistemas membranosos especializados ricos en fotopigmentos moleculares. En estos
fotorreceptores ¢ transduce el estimulo luminoso en seflales eléctricas (Hartwin,
1986; Eckert et al., 198%).

Al igual que los fotorreceptores de otros organismos como los trematodos,
cefaldpodos e insectos, en los crustaceos los fotorreceptores se desarrollaron a partir
de alglin tipo de microvellosidades derivadas de procesos flagelares, perteneciendo a
los receptores rabdoméricos (Eakin, 1966).

La unidad funcional del ojo compuesto del acocil es la omatidia (Figura 2a),
la cual esta compuesta por un par de células coméales, un cono cristalino, un tracto
comneal y ocho células retinulares formando un largo rabdomo, ademas de células
accesorias pigmentarias (Holdich y Lowery, 1988; Fuentes-Pardo y Hernandez-
Falcdn, 1993).

La superficie del ojo esta cubierto por una cérnea, que forma el limite entre el
medio externo y €l medio interno, observandose en su cara externa las subdivisiones
omatidiales formando las facetas cornéales. Bajo la comea se encuentra el cono
cristalino, siendo el enlace entre la comea y las células fotorreceptoras. Es una
estructura acucsa transparente, compuesta generalmente por 4 células del cono
cristalino (Shaw y Stowe, 1982). Debajo de la comea y el cono cristalino, se
encucntra el rabdomo, vna extension de la superficie membranosa de las células
retinutares donde se lleva z cabo la fotorrecepeion. El rabdomo esta formado por més
de 1000 microvilli, pequeias membranas tubulares unidas muy estrechamente. Estos
microvilli son perpendiculares al eje optico de {a omatidia y paralelos a los planos

horizontal y vertical. Mientras que las células rabdoméricas R2, R3, R6 y R7 son
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verticales; las células R1, R4 y R5 son horizontales. Estos receptores terminan en la
lamina ganglionaris, la cual esta formada por dos capas plexiformes, compuestas de
neuronas monopolares y las terminales de las 7 células receptoras (R1-RT)
proyectadas desde una sola omatidia y una red de canales vasculares lienos de
hemolinfa bajo la lamina. La célula R8, con relacién a las demas células se encuenira
considerablemente reducida y en una posicién distal y excéntrica (Shaw y Stowe,
1982; Sabia y Glantz, 1985). Los rabdomeros se fusionan para formar el rabdomo
central (Holdich v Lowery, 1988).

Ademas, los ojos compuestos del acocil estin dotados de tres tipos de

pigmentos accesorios, que modulan el flujo de fotones a las membranas fotosensibles
en los rabdomos localizados en la omatidia Uno de estos pigmentos esta compuesto
por granulos blanquecinos que reflejan 1a luz; los otros dos pigmentos son: el
pigmento distal (PD), un tipo de granulos oscuros localizados a lo largo de la
omatidia, del final de la cornea hasta terminar en la membrana basal. Y el pigmento
proximal (PP), localizado dentro de las células fotorreceptoras (Aréchiga, 1983).
En cuanto al tipo de pigmentos visuales que existen en el ojo compuesto del acocil,
se ha reportado que al hacer extracciones con cloroformo, tanto en ojos adaptados a
la luz como a la oscuridad, se ha obtenido retinall, un ¢cromoforo diferente a la
rodopsina de los vertebrados. En Procambarus clarkii s¢ ha encontrado que el pico
de méxima absorbancia se encuentra entre los 556-570nm, es decir, el pigmento en
los ojos de estos acociles absorbe en un espectro mas cercano al rojo. Se ha
observado también un pico de sensibilidad cerca de los 450nm, lo que sugiere que
hay receptores al azul, que podrian contribuir a aumentar la sensibilidad espectral de
estos organismos en la oscuridad (Wald, 1967).

Posteriormente Suzuki y colaboradores (1985) reportaron que en los ojos de
acociles hay un tipo de-croméforo diferente al reilnal, el 3-dehidrorretinal. El cual
presenta variaciones estacionales en su contenido, ya que en verano s5e presentaba

una menor cantidad con respecto al resto del afio. En relacién con esta diferencia en

il
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Figura2 A. Esquema del ojo compucste  del acoci, donde sc  observan los componentes del

fotorreceptor retinal. B, Representacion del ojo en condiciones de iluminacién (1zquierda) y bajo

oscuridad (derecha). Comea (C), Pigmento Diistal (PD), Cono Cristalino {CC), Células Retinulares
(R), Pigmento Proximat (PP), Membrana Basal (MB). ’

(Modificado de Aréchipay Rodriguez-Sosa. 1997)
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los picos de méaxima absorcion, se ha observado que en verano es de 560nm,
mientras que en invierno es de 600nm (Nosaki, 1969; Hariyama y Tsukanbara,
1988).

Esto se ha explicado como el resultado de las combinaciones que se dan a lo
fargo del afio entre la opsina presente en el ojo y el retinal o el 3-dehidrorretinal. Asi,
en verano se presenta la unidn entre la opsina y el 3-dehidrorretinal formando un
pigmento con una Amax de 560nm; pero al unirse con el retinal en inviermno el
pigmento absorbe a una Amax de 600nm (Hariyama y Tsukanbara, 1988).

Durante la oscuridad, el pigmento proximal se retrae hacia la lamina
ganglionaris y el distal hacia la cornea, mientras que en condiciones de iluminacidén
los granulos son dispersados cubriendo el rabdomo (figura 2b). Sin embargo, la
fisiologia de ambos pigmentos es muy diferente, por ejemplo el umbral de respuestas
a la luz es més bajo en el PP que en el PD, no existiendo posibilidad de que se
sobrelapen los rangos de intensidad de luz a los cuales los dos pigmentos responden.
Ademds el pigmento proximal migra como una respuesta directa de los
fotorreceptores retinianos a la luz u oscuridad. Mientras que el PD por si mismo no
es reactivo a la iz pero es sensible a las neurchormonas liberadas en respuesta a la
luz u oscuridad. Bajo condiciones constantes existen diferencias, mientras el PP
muestra variaciones circadianas de considerable amplitud bajo oscuridad constante
(DD), cambia muy poco en condiciones de luz constanie {LL). Al contrario, el PD
presenia notables variaciones en LL y permanece casi retraido bajo condiciones

constantes de oscuridad (Aréchiga, 1977, Aréchiga, et al., 1992; ).
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REGULACION NEUROENDOCRINA EN EL PERUNCULO OCULAR DEL
ACOCIL.

El pedinculo ocular de los crusticeos contiene varias estructuras
neurosecretoras importantes, entre ellas estan el sistema 6rgano X-glandula sinusal y
el érgano medular neurosecretor (Kirk et al, 1983, Aréchiga et al., 1985). En varios
experimentos se ha observado que extractos crudos de pedinculo ocular y glandula
sinusal son capaces de disminuir la sensibilidad retinal y la amplitud del ritmo
electrorretinografico. Asi como de inducir la migracion de los pigmentos proximales
a su estado de adaptacion a la luz en condiciones de oscuridad constante en el acocil
Procambarus (Aréchiga, 1977, Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1997).

El sistema érgano X-glandula sinusal (OX-G8) ha sido caracterizado como un
racimo de células neurosecretoras localizadas en la parte media de la medula
terminalis. El soma de estas células se ubica en ¢l drgano X y sus terminales
axonicas a la glandula sinusal, la cual se localiza més distalmente, entre la médula

interna y la médula externa (Glantz et al., 1983; Aréchiga et al., 1985).

REGULACION ENDOCRINA DE LA SENSIBILIDAD VISUAL EN EL
ACOCIL.

Varios neuropéptidos han sido aislados y caracterizados del sistema OX-GS,
entre ellos se encuentran }a hormona concentradora de eritrdforos (ECH), la
hormona hiperglicémica (HGH), la hormona de adaptacién a la luz del pigmento
distal (DPLH), la hormona concentradora de! pigmento rojo (RPCH), la hormona
dispersora de pigmentos (PDH) y la hormona neurodepresiva (NDH) (Glantz et al,
1983; Aréchiga et al, 1985, Gaus y Stieve, 1992). La liberacion de estas

neurchormonas parece estar influida por los cambios en las condiciones de
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iluminacion, ya que hay ciertas evidencias de que tanto la ECH, HGH, RPCH, NDH
y DPLH son liberadas en respuesta al encendido de Ia luz (Glantz et al., 1983).

Las hormonas PDH y RPCH actitan principalmente sobre los cromatoforos
integumentarios y sobre los pigmentos retinales. Esto implica que cambios ritmicos
en la secrecién de estas neurohormonas provocan cambios en la migracion de los
pigmentos, lo cual se refleja en cambios en la amplitud del electrorretinograma
(Aréchiga et al., 1985; Gaus y Stieve, 1592).

En 1992 Gaus y Stieve, realizaron varios experimentos para observar los
efectos de varias hormonas sobre la amplitud del electrorretinograma del acocil
Orconectes limosus. Al aplicar 5x10" mol de RPCH la amplitud se incrementaba en
un 33% del valor inicial en los 30 minutos posteriores a la aplicacién. Mientras que
con una alfcuota similar de PDH la amplitud del ERG decrece hasta un 78 % del
valor inicial. Otra hormona que provocd alteraciones notables en la respuesta de
ERG fue el péptido cardiactivo de crusticeos (CCAP), la cual disminuye la respuesta
inicial en un 30%, 30 min después de la aplicacién de una alicuota similar (Gauss y
Stieve, 1992),

Por ofro lado la hormona neurodepresora localizada en el pedincule ocular y
en otras partes del sisiema nervioso central del acocil Procambarus clarkii, presenta
un ritmo de aproximadamente 22 hrs en oscuridad constante y al igual que la DRPH,
es el final de una cascada neuroendéerina disparada por estimulos luminosos
induciendo la dispersion de los granulos pigmentarios dentro de las células
retinulares. Al realizar investigaciones sobre ¢l comportamiento de estas hormonas,
se encontrd que ambas presentaban variaciones circadianas con un méximo en el dfa,
contrastando con el pico de la RPCH, que presenta un pico maximo de
concentracion por la noche {Aréchiga et al., 1985).

En cuanto a los posioles neurotransmisores involucrados en la sensibilidad de

los fotorreceptores en crusticeos se ha postulado que tanto el acide gama-
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aminobutirico (GABA) como la serotonina (5-HT) afectan la actividad de las células
neurosecretoras en el acocil (Aréchiga et al., 1985; Aréchiga etal.,, 1990b).

El GABA es un neurotrasmisor que inhibe a las células neurosecretoras del
pedinculo ocular en ¢l acocil Procambarus clarkii, siendo el mediador de
potenciales post-sinapticos inhibidores (IPSP) en las células neurosecretoras del
6rgano medular neurosecretor (MNO), el cual consiste de 15 a 20 células
espontaneamente activas en la oscuridad, localizadas en el margen de la medula
interna. La inhibicién de estas células al interactuar con GABA altera el control
sindptico del sistema neuroendécrino del pedinculo ocular causando que el
pigmento distal se estacione en la posicion de adaptacion a {a luz (Kirk et al., 1983),
Mientras que la 5-HT se localiza en varios ganglios del sistema nervioso central
(SNC) y el pedimculo ocular de varios crusticeos, su concentracién  varia
ritmicamente a lo largo del ciclo de 24 hrs; afectando con ello la actividad
motoneuronal en el ganglio central y la neurotrasmisién neuromuscular periférica.
Ademas media la liberacion de varios productos neurohormonales, esta ultima
caracteristica es la que posibilita que actie sobre las células fotorreceptoras de la
retina, bloqueando agentes que abolen la retraccion de los pigmentos, lo cual causa
que la sensibilidad del fotorreceptor se incremente (Aréchiga et al., 1990).

Al igual que cuslquier otro fotorreceptor, el del acocil Procambarus clarkii
presenta un rango de intensidades donde las células retinianas pueden responder sin
saturarse codificando la intensidad, produciendo sefiales que se incrementan al
aumentar la energia del estimulo; este es el llamado rango dinamico (Eckert et al,,
1989).

Glantz (1968), encontré que la respuesta de las células fotorreceptoras del
acocil a estimulos de diferentes intensidades (luz blanca cd/pie2) vario a lo largo de
un rango de 3 unidades logaritmicas. A bajas intensidades Ia respuesta se cleva

sigmoidalmente 2 un valor que es mantenido por la duracién del estimulo,
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incrementéndose tanto la amplitud como la velocidad de incremento al aumentar la
intensidad del estimulo de luz aplicado.

La amplitud del potencial receptor es aproximadamente proporcional al
logaritmo del estimulo. Como una consecuencia a esta relacion logaritmica, un
porcentaje de cambio en la intensidad del estimulo provoca ¢l mismo cambio
porcentual en el potencial del receptor a lo largo de un amplio rango de intensidades

(Eckert et al., 1989).

ELECTRORRETINOGRAMA EN EL ACOCIL (ERG)

El electrorretinograma (ERG) es el registro de la actividad eléctrica del ojo
completo. Se obiiene a través del registro del cambio de voltaje detectado por un
electrodo activo en la cornea con relacién a un electrodo indiferente colocado fuera
de la preparacion, al estimular el fotorreceptor visual con un pulso de luz de corta
duracion (aproximadamente 10 ms)(Shaw y Stowe, 1982 Eckert, et al., 1989).

El ERG del acocil consiste en dos componentes H-I y H-II. El H-I es un
elemento que responde solo al encendido de la luz y es un pico con potencial
positivo, mientras que H-II corresponde al componente negativo y lento que varia su
amplitud en relacion con la duracion del estimulo. (Maka y Kuwabara, 1959).

Uno de los procesos ritmicos en decapodos es el movimiento de los pigmentos
accesorios (PP v PD) en el ojo compuesto del acocil, que ocultan o exponen el
rabdomo de la omatidia. En el acecil, tantc el pigmento proximal como el pigmento
distal exhiben ritmos circadianos de movimiento en DD y su posicidn parece
reflejarse en la amplitud def ERG, el cual exhibe también una fluctuacién circadiana.
La mayor amplitud del ER(3 se presenta cuando los pigmentos estin en posicion de
adapiacién a la oscuridad y una amplitud menor durante ¢l estado de adaptacién a la

luz (Page y Larimer, 1975). Estas fluctuaciones en la amplitud del ritmo de ERG
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incrementéndose tanto la amplitud como la velocidad de incremento al aumentar la
intensidad del estimulo de luz aplicado.

La amplitud del potencial receptor es aproximadamente proporcional al
logaritmo del estimulo. Como una consecuencia a esta relacién logaritmica, un
porcentaje de cambio en la intensidad del estimulo provoca el mismo cambio
porcentual en el potencial del receptor 2 lo largo de un amplio rango de intensidades

(Eckert et al., 1989).

ELECTRORRETINOGRAMA EN EL ACOCIL (ERG)

El electrorretinograma (ERG) es el registro de la actividad eléctrica del ojo
completo. Se obtiene a través del registro del cambio de voltaje detectado por un
electrodo activo en la cornea con relacién a un electrodo indiferente colocado fuera
de la preparacion, al estimular el fotorreceptor visual con un pulso de luz de coria
duracion (aproximadamente 10 ms)(Shaw y Stowe, 1982; Eckert, et al.,, 1989),

El ERG del acocil consiste en dos componentes H-1 y H-Il. El H-I es un
elemento que responde solo al encendido de la luz y es un pico con potencial
positivo, mientras que H-II corresponde al componente negativo y lento que varia su
amplitud en relacion con la duracion del estimulo. (Naka y Kuwabara, 1959).

Uno de los procesos ritmicos en decapodos es el movimiento de los pigmentos
accesorios (PP y PD) en el ojo compueste del acocil, que ocultan o exponen el
rabdomo de la omatidia. En el acocil, tanto el pigmento proximal como el pigmento
distal exhiben ritmos circadianos de movimiento en DD y su posicién parece
reflejarse en la amplitud del ERG, el cual exhibe también una fluctuacion circadiana.
La mayor amplitud del ERU se presenta cuando los pigmentos estan en posicion de
adaptacion a la oscuridad y una amplitud menor durante el estado de adaptacion a la

luz (Page y Larimer, 1975). Estas fluctuaciones en Ia amplitud del ritmo de ERG
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indican ciertos cambios en la reactividad a la luz de los fotorreceptores retinianos
(Fuentes-Pardo y Herndndez-Faledn, 1993).

En Procambarus clarkii se encontréd que el periodo del ritmo de ERG es de
aproximadamente 23-25 horas cuando los organismos se encuentran en DD,
encontrandose la maxima amplitud cerca del inicio de la noche, mientras que
cmpieza a declinar en el paso de la noche al dia. Page y Larimer (1975; 1976)
demostraron que ¢l contro! de la oscilacion del ritmo es una funcion de varios
clementos neurales del cerebro vy los lébulos épticos, siendo ¢l ganglio
supraesofdgico un componente imporiante del sistema. Por otra parte en estudios
m@mmﬂm@m@meﬂmmMmMmﬁmmdmmmmr
caudal, el ERG presenta variaciones de amplitud a 2 horas diferentes del dia
(Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1987).

La migracion del pigmento distal en la retina depende de productos
neurosecretados por el 6rgano X, los cuales son almacenados y liberados por la
glandula sinusal, mientras que el pigmento proximal es capaz de funcionar como un
efector independiente a las neurosecreciones. Esta liberacién ritmica de la glandula
sinusal es una via para el control del ritmo circadiano de migracion de pigmentos en
el acocil y de manera consecuente del ritmo de amplitud de ERG (Page y Larimer,
1975).

El ritmo de ERG persiste en preparaciones de ojo aislado de acocil,
conservando las caracteristicas generales del ritmo, con un periodo de alrededor de
27 horas, presentando la méxima amplitud por la noche (Sanchez y Fuentes-Pardo,

1977).
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Figura 3. Electrorretinograma.

La respuesta eléctrica en las células retinulares del acocil tiene dos componentes principales HI
(respuesta inmediata al estimulo Juminoso) y HIl {dependiente de l1a duracion del estimnulo). La
respuesta mostrada se obtuvo de los registros realizados en la fase imental de este irabajo (e}
componente HI es negativo y ¢l HII s positivo, ya que s¢ cambio la polaridad de la respucsta en el
registio).
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FOTORRECEPTOR CAUDAL (FRC) EN EL SEXTO GANGLIO
ABDOMINAL

El fotorreceptor caudal del acocil fue descrito por Prosser en 1934, quien
realizé varios experimentos con el fin de probar la existencia de cierto tipo de
fotorreceptores exirarretinianos en el cordén nervioso del acocil adulto (Cambarus
virillis). Al explorar de manera sistematica el cordén nervioso ventral con una luz de
2 mm de didmetro y una intensidad de 200 m/cd, obtuvo la respuesta eléctrica solo al
iluminar el sexto ganglio abdominal de cada organismo, ademas de observar un lento
incremento en el nimero de impulsos espontdneos a lo largo del cordén nervioso.
Esto evidencio que el sitio folosensible se encontraba solo en el sexto ganglio
(Prosser, 1934).

En este mismo trabajo, Prosser muestra que hay una sensibilidad diferencial
de las células fotosensibles a la luz de diferente longitud de onda que aplicé sobre el
fotorreceptor caudal, ya que la respuesta obtenida (nimero de impulsos) iba
decreciendo respectivamente cuando el FRC era iluminado con luz blanca, verde,
azul y naranja; no encontrando ninguna respuesta al estimular con luz roja (Prosser,
1934). Posteriormente Bruno y Kennedy en 1962, demostraron que la regién del
espectro donde se presciitaba una respuesta maxima al iluminar el sexto ganglio
estaba cerca de los 500 nm (Bruno y Kennedy, 1962).

Las caracteristicas de la respuesta eléctrica también mostraban cambios al
variar la intensidad de la luz, ya que al aplicar estimulos de 2 m/cd no se observo
una respuesta clara, mientras que al estimular et fotorreceptor caudal con luz a una
intensidad de 200 m/cd la respuesta era amplia y lenta (Prosser, 1934).

Esta respuesta eléctrica obtenida proviene de un par de neuronas fotosensibles
presentes en el sexto ganglio, al ser estimuladas su patrén de descarga es tonico,
cuenta con un prolongado periodo de latencia después de la descarga inicial y un

largo periodo de sumacion de potenciales subumbrales (Bruno y Kennedy, 1962).
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Simon y Edward (1987)se encargaron de trazar los patrones de ramificacién
del fotorreceptor caudal det acocil a lo largo del cordén nervioso, encontrando que
hay pequefias ramificaciones dendriticas hacia el ganglio toracico y remanentes
hacia el ganglio abdominal, mientras que en los ganglios subesofagico y
supraesofigico las ramificaciones son mas extensas (Simon y Edwards citados en

Wilkens, 1988).
SINCRONIZACION DEL RITMO ERG

La sincronizacién de los ritmos circadianos se debe al acoplamiento de la
informacién o seffeles que llegan de diversos receptores al reloj biol6gico, lo cual
implica que debe de existir cierta comunicacidn entre las estructuras receptoras del
estimulo y las estructuras que generan y expresan ¢l ritmo (Fuentes-Pardo ¢ Inclan-
Rubio, 1987).

Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo en 1987, propusieron que el fotorreceptor
retiniano (FR) y ¢l sexto ganglio abdominal son dos vias de entrada sensibles a la luz
capaces de sincronizar el ritmo de ERG, déndose una relacion andtomico-funcional
entre ambos fotorreceptores. Esta idea es reforzada por el hecho de que estimulos
luminosos sobre ¢l fotorreceptor caudal (FRC) evocan potenciales de accién en la
cadena abdominal, 1a cadena tordcica y las comisuras circumesofigicas del sistema
nervioso del acocil Procambarus bouvieri (Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo, 1987).

Otros autores aceptan la posibilidad de que la persistencia en la ritmicidad de
liberacién de algunas hormonas en animales a los cuales se les han retirado los
pedinculos oculares es una evidencia de la existencia de algin tipo de
fotorrecepcion extrarretinia 1a (Aréchiga, 1977, Glantz et al., 1983; Aréchiga et al.,
1985; Aréchiga et al., 1990). Un ejemplo de ello es el ritmo de variacion en la
concentracion de NDH, la cual se mantiene en animales sin pedinculos oculares

conservando su pico por la mafiana (Aréchiga et al., 1985).
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hacia el ganglio abdominal, mientras que en los ganglios subesofagico y
supraesofigico las ramificaciones son mas extensas (Simon y Edwards citados en

Wilkens, 1988).

SINCRONIZACION DEL RITMO ERG

La sincronizacion de los ritmos circadianos se debe al acoplamiento de la
informacién o sefiales que llegan de diversos receptores al reloj bioldgico, lo cual
implica que debe de existir cierta comunicacién entre las estructuras receptoras del
estimulo y las estructuras que generan y expresan el ritmo (Fuentes-Pardo e Inclan-
Rubio, 1987).

Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo en 1987, propusieron que ¢l fotorreceptor
retiniano (FR) y el sexto ganglio abdominal son dos vias de entrada sensibles a la luz
capaces de sincronizar el ritmo de ERG, déndose una relacidn anatomico-funcional
entre ambos fotcrreceptores. Esta idea es reforzada por el hecho de que estimulos
turninosos sobre €l fotorreceptor caudal (FRC) evocan potenciales de accidn en la
cadena abdominal, la cadena toracica y las comisuras circumesofagicas del sistema
nervioso del acocil Procambarus bouvieri (Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo, 1987).

Otros autores aceptan la posibilidad de que la persistencia en la ritmicidad de
liberacién de algunas hormonas en animales a los cuales se les han retirado los
pedinculos oculares ez una evidencia de la existencia de algin tipo de
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conservando su pico por la mafiana (Aréchiga et al., 1985).
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Aréchiga (1977 y 1990) reporta que la migracion del pigmento distal es la
cespuesta a un reflejo neuroendocrine disparado desde un fotorreceptor extrarretinal,
Lo cual se refuerza por ¢l hecho de que la liberacién de la DRPH es disparada por un
fotorveceptor extrarretinal con dos pigmentos involucrados, uno con pico a 480 nm y

el otro con Amax de 540 nm (Glantz et al, 1983; Aréchiga etal., 1985).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La medicién del tiempo de manera circadiana se relaciona con algln tipo de
sistema fotorreceptor que le permite al reloj circadiano la capacidad de sincronizarse
con las variaciones naturales de fotoperiodo, Estos sistemas fotorreceptores pueden
ser de naturaleza tanto retiniana como extrarretiniana.

En el acocil, el par de neuronas sensibles a la luz localizadas en el 60. ganglio
abdominal, descritas por Prosser en 1934, son un ejemplo de esta tendencia donde
ciertos organismos poseen Grganos sensibles a la luz diferentes a los que se
encuentran en el sistema visual (Bruno y Kennedy, 1962).

El papel del sexto ganglio abdominal er la sincronizacion del ritmo de ERG ha sido
controversial. Page vy Larimer (1976) de mostraron que la separacion del sexto
ganglio abdominal de la cadena ganglionar no altera la sincronizacién del ritmo
ERG, concluyendo que el FRC no interviene en este proceso. Sin embargo, Inclan-
Rubio y Fuentes-Pardo (1987) reportaron cambios en los parémetros circadianos del
ritmo de ERG, mediante la estimulacion luminica directamente sobre el sexto
ganglio abdominal a 2 horas diferentes del dia. Proponiendo que el fotorreceptor del
sexto ganglio abdominal interviene en fa sincronizacion del ritmo de ERG.

Lo anterior nos lleva a pensar en que, si existe una influencia importante entre los
fotorreceptores extrarretinianos y la respuesta electrorretinografica, tal influencia
puede ser manifestada mediante la relacién estimulo-respuesta que existe entre estos
dos sistemas fotorreceptores, ademas de que dicha‘ influencia tenga variabilidad en
funcion al estado en que se encuentra el sistema circadiano que controla el ritmo del

ERG en el acocil juveni! Procambarus clarkii.
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HIPOTESIS

Si el 60. ganglio abdominal del acocil juvenil P clarkii interviene como un
fotorreceptor circadiano en la modulacién del ritmo de ERG, los cambios en la
intensidad de la estimulacién luminica sobre este fotorreceptor modificaran la

magnitud del ERG a lo largo del nictamero.

Si la estimulacion luminica del fotorreceptor caudal del 6o ganglio interviene
en los mecanismos de regulacion de la sensibilidad visual, sus efectos en amplitud
serfan proporcionales a la intensidad del estimulo, asi como las relaciones temporales

correspondientes entre el inicio del estimulo y la respuesta obtenida.
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CBJETIVOS

e Peterminar si cambios en la estimulacién luminica restringida a la region
del telsén influyen sobre la magnitud del ERG del acocil juvenil P, clarkii
como aquellas reportadas para el acocil adulto (P. bowuvieri).

o Describir {a posible relacién entre la intensidad del estimulo luminoso en
el telsén y el cambio en la amplitud del ERG, asi como la latencia, la
transicién de amplitud durante el pulso de luz y los efectos post pulso.

o  Observar si dichos cambios varian de manera que sean dependientes del

sistema circadiano que regula la sensibilidad visual en el acocil P clarkii.
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METODOLOGIA

OBTENCION Y CUIDADO DE ANIMALES EN EL LABORAYORIO

Se utilizaron 16 acociles juveniles de la especie Procambarus clarkii sin
distincién de sexo y con una talla telson-réstro aproximada entre 5y 7.5 cm. Los
organismos fueron obtenidos del campo y mantenidos en el laboratorio en acuarios
de 45 X 65 X 30 cm. equipados con filtros bioldgicos. Los acociles estuvieron
sometidos a un ciclo LD 12:12 (encendido a las (7:00 hrs) y aireacion constante
proporcionada por una bomba de aire. Todos los organismos estuvieron sometidos al
fotoperiodo mencionado durante al menos una semana antes de cada experimento y

fueron alimentados con verdura cocida y pescado.

OBTENCION DEL ELECTRORRETINOGRAMA

El registro del electrorretinograma (ERG) fue realizado individualmente.
Cada organismo fue inmevilizado utilizando un dispositivo plastico que mantuvo
separadas la region abdominal y la regién cefalotéracica. El acocil fue sujetado
mediante un anillo de algodén entre dos placas de acrilico negro y los apéndices
Jocomotores fueron inmovilizados con cera. El animal finalmente estuvo en una
posicién tal que le permitia maniener ventilacidn constante en la cavidad branquial,
inmerso agua por debajo del nivel del rostrum y con los pedunculos oculares
expuestos en la superficie y fijos con algoddn y cera {Figura 4). La fibra optica con
la cual se aplicaron los pulsos de luz, estuvo colocada en la parte del dispositivo
correspondiente a la regién del abdomen, la punta de la fibra estuvo a pocos
milimetros de la superficie veniral del telson con el fin de reducir la dispersion de luz

mas alla de ésta regién.
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Las posibles variaciones de temperatura en la punta de la fibra fueron
monitoreadas aates de cada registro, colocando un termdmetro en contacto directo
con la punta de la fibra 6pti§a.

Todo el dispositivo fue colocado dentro de un refrigerador que mantuvo la
preparacion en condiciones constantes de oscuridad (excepto durante la aplicacion
de pulsos para obtener ¢l ERG y pulsos aplicados mediante la fibra Optica). La
temperatura se mantuvo constante en 15-17 °C.

En una de las cérneas del acocil se implanto un electrodo de acero con una
punia de 5-10 um de didmetro y ofro electrodo se manfuve como referencia,
sumergido en el agua de la preparacion, ambos estaban conectados a un amplificador
DC (Grass mod. 7P122E) el cual mandaba la sefial a un poligrafo (Grass mod. 79E)
y por otra parte, la seftal era digitalizada y capturada por una computadora (tarjeta
PC-Lab Card 812), la misma que enviaba la sefial digital al estimulador. Al mismo
tiempo que la computadora almacenaba los datos cada 3 minutos, 1a respuesta se
registraba simulidneamente en papel para su posterior analisis.

El estimulo luminoso de prueba fue aplicado por un fotoestimulador {Grass
mod. PS22) cada tres minutos con una intensidad de 5.1uEinsteins m?s? y una
duracion de 10 ms, el sistema estuvo calibrado a un milivoltio por centimetro.

Una vez que se tuvo el registro del ERG de un dia, cada acocil recibié un
estimulo de Juz blanca en el sexto ganglio abdominal mediante el uso de una fibra
dptica (Dolan-Jenmer mod. 170D), cuya fuente luminosa fue una lampara de
halégeno ubicada fuera del refrigerador. La intensidad fue controlada con ayuda de
filtros de interferencia. La intensidad del estimulo proveniente de la fibra 6ptica fue
calibrada con un fotémeiro (Li-Cor mod. 11-189) para obtener cada una de las
intensidades de luz blanca utilizadas {1, 10, 100 y 600 Wm?). Para cada intensidad
se usaron 4 individuos, registrados por aproximadamente tres ciclos cada uno. El

estimulo en el telsén fue aplicado durante 30 minutos a intervalos de 4 horas (24, 4,
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8, 12, 16 v 20 hrs) con la ayuda de un interruptor programable (CSA mod. LMST
100).

ANALISIS DE RESULTADOS

Se consideré la amplitud (cm)de los diez ERG previos al estimulo luminesos
en el telson para ser usados como referencia. Posteriormente se consideraron los diez
siguientes ERG cbtenidos durante el pulso de fuz al sexto ganglio (experimentales) y
finalmente se consideraron las respuestas generadas durante al menos 30 minutos
posteriores al pulso.

Tomando como referencia la media y la desviacion esténdar de las respuestas
testigo se compararon con la media de la amplitud de los ERG obtenidos durante la
aplicacién del pulso de luz en el telson. Los datos fueron porcentualizados para su
corparacién, considerando como el 100 % a la media de los 10 valores previos al
pulso

Con estos datos se realizaron las graficas correspondientes para establecer la
relacion entre el cambio porcentual de la respuesta de ERG a cada intensidad de luz
bianca con la hora del dia a las que fue aplicado el pulso (hora del dia vs. cambio %
del ERG ). Ademds s¢ obtuvo una curva de porcentaje de cambio contra ¢l logaritmo
de 1a intensidad para cada hora del dia. Todos estos datos fueron sometidos a la
prueba de Kruskal-Wallis para establecer si existian diferencias estadisticamente
significativas.

Se realizaron las graficas correspondientes al voltaje del ERG (mV) a lo largo
del dia, ¢l registro fue cada tres minutos, de tal mancra que s¢ cbservara el ciclo del
ERG y las variaciones provocadas por la estimulacion con luz blanca en ¢l FRC.

Se considerd como latencia ¢l intervalo de tiempo que sucede entre el inicio
del estimulo luminoso y la presencia de una respuesta claramente diferente a la de

referencia, mientras que el intervalo de transicion se considerd como €l cambio de la
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amplitud de la respuesta entre dos estados estables de amplitud. Para estas dos
variables se realizaron las graficas correspondientes para cada intensidad en relacion

con la hora del dia a Ia cual se aplicaron los pulsos.
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RESULTADOS
La aplicacion de pulsos de luz blanca en el sexio ganglio abdominal produce
fundamentalmente decrementos de la amplitud del ERG, en funcidn de la hora del

dia y de la intensidad aplicada.

¥Variacién en la amplitud del ERG a pulsos de luz blanca en el sexte ganglic

sbdominal, de 1 Wm2 de intensidad.

La amplitud de la respuesta del electrorretinograma a la aplicacion de luz
blanca de 1 Wm™ en el sexto ganglio abdominal mostré decrementos respecto a su
control a las 8:00, 12:00 y 16:00 hrs, alcanzando disminuciones de hasta un 14%.
Mientras que de las 20:00 a las 4:00 hrs los pulsos de luz blanca causaron cambios
menores al 1% en la amplitud del ERG.

Es decir, a lo largo del dia hay ciertas horas donde la sensibilidad de la retina
se ve afectada al recibir estimulos huninosos sobre ¢l fotorreceptor extrarretiniano .
localizado en el sexto ganglio; mientras que en otras horas (4:00 y 24:00 hrs) la
sensibilidad no varié (Figura 5a). 8in embargo estas diferencias no fueron
significativas.

En la Figura 5b, se muestra el promedio (+ error estdndar) de los datos
correspondientes a la amplitud de los 10 ERG’s previos al pulso (cuadros ilenos), se
observa un claro incremento en la amplitud del ERG entre las 12:00 a las 20:00 hrs.
Los tridngulos representan el cambio de amplitud de ERG durante el pulso, siendo
mas claros tales efectos a las 12:00 y 16:00 hrs.

La figura 5¢ muesira dos ejemplos de la variacién de la amplitud del ERG
como consecuencia de la aplicacion de un de luz de 1Wm™. Los cuadros llenos

muestran los datos de fas 4:00 hrs, donde Ia variacion de la amplitud entre los datos
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de referencia y los experimentales es menor al 1%, mientras que a las 12:00 hrs
{cuadros vacios), la caida con respecto a los ERG’s de referencia es del

13.4242.23%.

Variacion en la amplitud del ERG con pulsos de luz blanca de 10 Wm? de

intensidad en el sexto ganglio abdeminal,

Al aplicar ef estimulo de luz blanca de 10 Wm™ de intensidad se observé que
la accidn de la luz sobre el FRC provoca decrementos en la amplitud de la respuesta
del fotorreceptor retiniano en casi todas Ias horas a la que fue aplicado, con
excepcitn de las 12:00 hrs (figura 6). A las 8:00 y 24:00 hrs la respuesta mostro6 la
mayor disminucién en su amplitud, con caidas del 13.4+3.31% y 14.95+0.64%
respectivamente; mientras que a las 16:00 las disminuciones observadas fueron solo
del 4.5+3.73%. El cambio obtenido a las 12:00 hrs, fue un incremento en la amplitud
de la respuesta del ERG de mas del 7% (fig. 6a). En este caso la prueba de Kruskal-
Wallis tampoco muestra diferencias estadisticamente significativas, a las diferentes
horas del dia alas que se aplico el pulso.

En el ERG 2 lo largo del tiempo que se muestra en la Figura 6b, se observa
que el incremento presente a las 12:00 hrs (tridgngulos) se corresponde con la fase de
reposo del ciclo circadiano, mientras que a las horas de mayores decrementos (8:00y
24:00 hrs) es donde se presenta la fase de méxima actividad.

La Figura 5c presenta las curvas de datos a las 12:00 (cuadros llenos) y 24:00
hrs (cuadros vacios), en la primera se observa que a la entrada del pulso se da un
incremento en la amplitud de la respuesta del ERG, que decae un poco antes del
término del pulso de fuz blanca. Mientras que a las 24:00 hrs, el decremento de la
amplitud del ERG se presenta 6 minutos después de la entrada del pulso y perdura

por 6 minutos al termino del mismo, para recuperar la amplitud gradualmente.
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Variacién en Ia ampiitud del ERG a pulsos de fuz blanca de 100 Wm? en el
FRC,

La amplitud de la respuesta del fotorreceptor retiniano tuvo cambios
porcentuales de mayor magnitud que en los casos anteriores. S¢ encontrd que hay
horas del dia a las que el estimulo luminico provocé decrementos de hasta un 20%y
horas en las que los cambios son menores al 3%. En la Figura 7a se observa que
tanto a las 4:00 como a las 16:00 hrs la respuesta disminuye en un 20.5£3.54 y
18.842.03% respectivamente, siendo las horas donde el efecto de la luz sobre la
respuesta del fotorreceptor retiniano fue mayor con respecto a las siguientes horas.
Este efecto disminuyé hacia las 8:00 y 20:00 hrs donde los decrementos fueron
menores al 10%:; mientras que a las 12:00 y 24:00 hrs la Iuz blanca sobre el
fotorreceptor abdominal causo efectos menores at 3% en la amplitud de la respuesta
del fotorreceptor retinal.

Al comparar las variaciones circadianas de amplitud con aquellas producidas
por el pulso de Juz en el FRC, se pudo observar que se presentaron disminuciones
claras en la amplitud del ERG, aunque no significativas estadisticamente.

En la Figura 7b, observamos este fendmeno, con la caida de mayor magnitud
(-20.52+3.54%) en la amplitud a las 4:00 hrs de tiempo externo, donde se ve la
maxima amplitud del ritmo (tridngulo lleno). Mientras que a las 16:00 hrs, donde
empieza a decaer la amplitud del ritmo se muestra la otra caida de 18.8+2.03%.

En esie caso presentamos las curvas de los datos a las 4:00 y 24:00 hrs (Figura
7¢), mayor y minima variacién en la amplitud del ERG respectivamente. Por un lado
se ve que a las 4:00 hrs =l decremento en la respuesta comienza en el segundo ERG
posterior al pulso (cuadro: llenos), mientras que a las 24:00 hrs no se ve tan

claramente ¢! incremento dal 2.8+1.2 % (cuadros vacios).
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Variacion en la amplitud del ERG a pulsos de luz blanca de 600 Wm? de
intensidad en el FRC,

Cuando se aplican pulsos de 600 Wm-? sobre €l FRC, la amplitud de la
respuesta del ERC present los decrementos mds notables. Asi en la Figura 8a se
presentan los cambios porcentuales en la amplitud de la respuesta generados a partir
de la estimulacién luminica. Esta grafica se puede dividir en dos partes, 1a primera se
extiende de las 4:00 a las 12:00 hrs, donde se observa que los decrementos son
mayores al 20%. La segunda parte de la grafica presenta caidas en el ERG de
15.842.24%, 11.642.56% y 11.0+0.69% a las 16:00, 20:00 y 24:00 hrs
respectivamente. La primera mitad del dia externo representa una zona de mayor
sensibilidad del receptor retiniano a los estimulos luminosos recibidos por el
fotorreceptor caudal del sexto ganglio, mientras que Ja segunda mitad det dia la
sensibilidad disminuye por lo cual los cambios observados son de menor magnitud.
Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis sobre los datos, se observo que hay
diferencias significativas entre ellos (p<0.05).

La media de los datos correspondientes a los testigos, previos a cada pulso,
muestran claras diferencias con los obtenidos durante el pulso en la Figura 8b, que
corresponde a un ciclo Je 24 horas y donde se observa que la magnitud de los
decrementos en 1a respuesta es mayor en la primera mitad del dia (de las 4:00 a las
12:00 hrs), con relacién a la segunda mitad que va de las 16:00 a las 24:00 hrs.

Como se observa en la Figura 8c, el inicio del decremento en la amplitud de la
respuesta correspondio al encendido de la luz sobre ¢l sexto ganglio abdominal. En
este caso se presenta la caida de la respuesta a las 8:00 (cuadros llenos) y 20:00
{cvadros vacios) hrs, la méxima y minima variacién en la amplitud de la respuesta

del ERG respectivamente.
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Variacion de la amplitud del ERG vs. Log Intensidad del esifmulo lumineso en

¢l sexto ganglio abdominal.

Las intensidades usadas en las secciones anteriores, fueron consideradas en
funcion de su valor logaritmico con el {in de conocer si existe una relacion entre la
variacion en la amplitud de la respuesta y el logaritmo de la intensidad usada (ya que
esta es una manera de conocer la sensibilidad de un fotorreceptor). La Figura 9,
muestra esta relacion en las diferentes horas de dia a las que se aplico ¢l pulse de luz
blanca.

En la Grafica 9a observamos las curvas obtenidas con los datos de las 4:.00 y
16:00 hrs (lineas y puntos respectivamente). En ambas existe una parte de la curva
en la cual el cambio porcentual en la amplitud de la respuesta aumenta conforme se
incrementa la intensidad del estimulo luminoso, hasta que alcanza la saturacién en
log I=2, continuando con una meseta hasta log 1=2.78.

A las 8:00 y 20:00 hrs no se alcanza la saturacion de la respuesta, solo se
observa gue ¢l cambio porcentual es mayor al aumentar el logaritmo de la intensidad
del pulso de luz, con la excepcién del valor obtenido para log =2, donde el cambio
porcentual es menor con respecto al cambio obtenido en la intensidad anterior
(Figura 9b).

En el caso de la Figura 9c, donde se presentan las curvas para las 12:00 y
24:00 hrs, tenemos un comportamiento totalmente diferente al observado er las otras
horas del dia. No hay una relacion entre. la magniiud del cambio porcentual y el
logaritmo de la intensidad, ya que Jas mayores variaciones que se presentan a las
12:00 hrs estén en la primera y la Gltima unidad logaritmica (Jog 1=0 y log I=2.78), y
en las intermedias los valores son menores al 3%. Mientras que a las 24:00 hrs, tanto
en log I=0 como en log -2 los cambios no son mayores al 1% y en las otras dos

unidades logaritmicas, los cambios no sobrepasan el 11%.
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En resumen, ¢l comportamiento de las curvas de cambio porcentual de la
amplitud de la respuesta de ERG varfa segin la hora del dia a la que se aplicd el
pulso de luz blanca sobre ¢l sexto ganglio, lo cual es soportado por ¢l hecho de que al
aplicar la prueba de Kruskal-Wallis hay diferencias estadisticamente significativas a
las 4:00, 8:00, 12:00 y 16:00 hrs, mientras que a las 20:00 y 24:00 hrs no se

encontraron diferencias,
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Los resultados se resumen en la Tabla 1 a manera de cambios porcentuales y a

diferentes intensidades de estimulo,

bt
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Tabla 1. Varacién porcentual de la amplitud de la respuesta experimental con respecto a la amplitud de la

respuesta testigo a cade hora que s aplico ¢l puiso de luz blancz en las ¢

uatro intensidades experimentales.

Los valores representan la media + error estandar en cada condicién, los nGmeros en paréntesis son el nimero

de casos en cada experimento,
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Respuesta Post-pulso

Se revisaron los electrorretinogramas obtenidos cada tres minutos posteriores
al termino del pulso de luz blanca al sexto ganglio abdominat en cada intensidad. La
revision fue extendida hasta 3 horas después con el fin de observar si la aplicacion
del pulso de luz activo mecanismos posiblemente endocrinos, cuyos efectos no
fueran observables durante ¢l tiempo de aplicacién del pulso. Los resultados
obtenidos no musstran variaciones semejantes a las obtenidas durante el pulso de luz

en ninglin ¢aso.

Latencia y Tiempo de transicién

A lo largo del dia se observa que la latencia y el tiempo de transicion de la
respuesta del fotorreceptor retiniano varian con la intensidad de luz que se aplica
sobre el sexto ganglio abdominal.

En la Figura 10, se muestra la tendencia de estos pardmetros con respecto a Ja
hora del dia. De esta manera en la Figura 10a se observa que al aplicar la luz de 1
Wm? de intensidad sobre el fotorreceptor extrarretiniano, la respuesta del ERG tuvo
un cambio inmediato a la entrada del pulso de fuz a las 24:00 y 4:00 hrs, en tanto que
en las demdas horas la duracidn de la latencia y el tiempo de transicion en el ERG
provocan que el cambio en la amplitud de la respuesta se presente de 6-12 minutos
después de que el estimulo fuminoso entra por ¢l sexto ganglio.

Con luz de 10 Wm de intensidad (Figura 10b) el comportamiento de estos
pardmetros cambia con respecto a lo obtenido con 1Wm?~, de tal manera que aunque
a las 4:00 hrs la variacién en la respuesta se presenta inmediatamente después de la
entrada del pulso de luz blanca, a las 8:00, 12:00 y 24:00 hrs, este cambio tardo 9
minutos. Mientras que a las 16:00 y 20:00 hrs, hubo de 18 a 21 minutos de retraso en
la variacidn en la respuesta al aplicar el pulso, es decir hay un incremento en la

latencia de la respuesta y en el tiempo de transicion de la misma.



46

Cuando se aplicaron pulsos de luz de 100Wm?, las horas donde la maxima
variacion de la respuesta se da de manera inmediata aumento, presentdndose este
efecto a las 24:00, 4.00 y 8:00 hrs, disminuyendo la latencia a ires minutos y el
intervalo de transicién a 3 minutos en las siguientes horas (Figura 10c).

El efecto mas inmediato de la luz sobre la variacién de la amplitud de la
respuesta se dio al estimular el sexto ganglio abdominal con luz blanca de 600Wm?,
ya que en este caso la méaxima variacién se obtiene inmediatamente en todas las
horas del dia a las que se aplica el estimulo, sin la presencia de latencia o de
(ransitorios en el ERG antes de alcanzar la méxima variacién en la amplitud de la
respuesta.

Fin este caso se aplico la prueba de ANOVA de una via para observar las
posibles diferencias en ¢! comportamiento de estos parimetros, 5in embargo no se -

obtuvieron diferencias estadisticamente significativas.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la respuesta
electrorretinografica del acocil juvenil Procambarus clarkii medifica su amplitud al

aplicar pulsos de luz blanca en el sexto ganglio abdominal y a diferente hora del dia.

Variacién en Ia amplitud del ERG a pulsos de luz blanca de diferentes

intensidades {1, 10, 100 y 600 Wm'2) en el sexto ganglio abdominal.

Las variaciones en la amplitud son diferentes a los resultados obtenidos por
Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo (1987}, en el acocil adulto Procambarus bouvieri. En
contraste con lo reportado por estos autores, donde la mayor disminucién en la
respuesta del ERG se obtuvo 60 minutos después de que el pulso de luz en el FRC
termino, en el acocil juvenil P. clarkii la méxima variacién se obtuvo en el intervalo
de los 30 minutos del pulso (Figuras 5c,6c, 7¢ y 8c). Es decir, el tiempo de
estimulacién es suficiente para observar la méxima variacion en la amplitud de la
respuesta al aplicar cualquiera de las intensidades utilizadas, de esta manera el efecto
del pulso de luz parece esta restringido al intervalo de su aplicacion, ya que no se
observaron cambios comparables en la amplitud de la respuesta después del pulso.
Esto sugiere que en el acocil juvenil, el efecto sobre la respuesta eléctrica del
fotorreceptor retiniano es mayor y mas répida que en acocil adulto P. bouvieri al
estimular el FRC localizado en el sexto ganglio, 10 que nos indica que en estadios de
desarrollo més tempranos del acocil esta via de comunicacién entre ambos
fotorreceptores funciona con mayor rapidez.

En cuanto a la magnitud del cambio observado en el trabajo de Inclan-Rubio y
Funies-Pardo (1987), la amplitud de Ia respuesta disminuyé 20% y 30% al aplicar
pulsos de luz blanca de 20-25 Wim™ de intensidad por la mafiana (9:00 hrs) y por la
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noche (2100 hrs) respectivamente. En nuestro estudio, la magnitud del cambio en la
amplitud de la respuesta dependid de la intensidad de luz aplicada sobre le sexto
ganglio y de la hora del dia. Reportdndose horas del dia en las cuales no hubo
variaciones superiores al 1% al estimular con luz blanca de 1 Wm'™ hasta cambios
superiores al 20% (con respecto a Ia media de referencia) cuando la Juz alcanzé una
intensidad de 600 Wm™,

La hora a la que se presento la maxima variacion porcentual en la amplitud de
la respuesta también fue diferente para cada intensidad, se presentd a las 12:00 hrs
cuando el estimulo luminoso fue de 1 Wm? y de 10 Wm, Mientras que al aplicar
pulsos de luz de 100 y 600 Wm las horas de méximo cambio porcentual se dieron a
las 4:00 y 8:00 hrs respectivamente (Tabla 1).

Los resultados obtenidos muestran que el fotorreceptor caudal en el sexto
ganglio, puede tener influencia sobre los mecanismos que regulan la sensibilidad
visual en el acocil juvenil P. clarkii. A pesar de que en este trabajo no se
consideraron mecanismos de sincronizacion extrarretiniana, el efecto del FRC sobre
la retina sugiere que este sistema podria ser efectivo en los mecanismos de
sincronizacién del ritmo circadiano del ERG; asf como sucede en aquellos
involucrados en la expresion circadiana de actividad locomotora (Miranda-Anaya y
Fanjul-Moles, 1997).

En el acocil P. clarkii se ha observado que la expresion de los ritmos
circadianos de ERG y de actividad motora, as{ como la capacidad de sincronizacién
por luz, varia durante la ontogenia (Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997, Fanjul et
al, 1998), es por tanto posible que la respuesta del sistema FRC-retina presente
variaciones de sensibilidad entre juveniles y adultos, ya que probablemente las vias
neuroendocrinas que medien la sensibilidad de este sistema pudieran estar aun en
desarrolio.

Esta caracteristica presente en los organismos juveniles se ve reflejado en la

gran variabilidad que se observan en los resultados y que provoca que al aplicar las
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pruebas estadisticas no se obtengan diferencias significativas, mds que cuando se
aplica la intensidad de 600 Wm? (la méxima intensidad utilizada). Es decir,
estadisticamente a esta intensidad de Iuz si se observa que hay diferencias al aplicar
los pulsos de luz en diferentes horas del dia. Sin embargo que una diferencia no sea
demostrada estadisiicamente, no quiere decir que no exista 0 que no sea importanie
para los organismos.

La respuesta del sistema visual anfe estimulos directamente en el FRC es
dependiente de la intensidad. Sin embargo la relacién de estimulo-respuesia presenta
una gran variabilidad en bajas intensidades (1 y 10 Wm?) y una clara estabilidad
respecto al tiempo externo a la maxima intensidad usada (600 Wm™), Esto sugiere
que la interaccion entre le FRC con los mecanisimos que regulan la sensibilidad
retinal de manera circadiana, requieren que para una regulacion efectiva por parte
del FRC se reciba luz de intensidades altas. Con base a lo anterior es 16gico pensar
que un sistema con mecanismos de regulacion tan fina como es la retina misma, no
requiera de la regulacion por parte de otras estructuras fotorreceptoras, pero que sin
embargo sean importantes en otros mecanismos de integracién conductual, como es

el caso del reflejo fototictico (Edwards, 1984).

Variacion de i» umplitud del ERG vs log Intensidad del estimulo

luminoso en el sexto ganglio abdominal.

En cuanto a la variacion de la respuesta con relacidn al logariimo de la
intensidad del estimulo luminico, Glantz (1968 y 1971) reporto que la magnitud (V)
de la respuesta de las células del fotorreceptor retiniano se relacionaban con el
logaritmo de la inteﬁsidad de estimulos de luz blanca. De tal manera que el rango
dinamico de la funcién cubrid 1.7 unidades logaritmicas y el rango total de la
respuesta  generalmente fue mayor a 4 unidades logaritmicas (.01-1000

candelas/pic’). Este autor encontrd que conforme se incrementaba la intensidad del
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estimulo luminoso, los potenciales obtenidos en las ¢élulas retinulares aumentaban
de amplitud. Este amplio rango de intensidad del estimulo, facilita que los pigmentos
retinianos (Proximal y Distal) migren totalmente, ya que por un lado el Pigmento
Proximal (que responde directamente a la luz) se dispersa parcialmente en una
unidad logaritmica, alcanzando la saturacién en 2 unidades logaritmicas de
intensidad luminica (lux). Y el pigmento distal (respuesta disparada por la hormona
DPLH) tiene su nivel de saturacion hasta 4 unidades logaritmicas de intensidad del
estimulo luminico (lux) (Aréchiga, 1977).

Las variaciones de amplitud analizadas en este trabajo con base en el
logaritmo de la intensidad de Ia luz, sugieren que le sistema FRC-retina pueda
responder a la luz de manera semejante a como lo hace la retina solamente, sin
embargo, en lugar de observar un efecto de incremento en la respuesta se observa
una reduccion de la misma, lo que probablemente involucre al sistema FRC-retina
como un sisterna accesorio en los mecanismos de adaptacién a la luz. Sin embargo,
tal relacién parece clara Onicamente a las 4:00 y 16:00 hrs, mientras que en el resto
de! tiempo no parece haber una tendencia clara. Los resultados obtenidos en este
trabajo demuestran que tal relacion log-1 vs amplitud de la respuesta no ¢s constante.

Con lo anterior podemos suponer que al encontrarse los organismos en
condiciones de oscuridad constante, Ja variacién en la amplitud de la respuesta del
ERG dependié casi por completo de los movimientos def Pigmento Proximal (PP), ya
que este pigmento retiniano presenta variaciones circadianas bajo esta condicion,
mientras que el Pigmento Distal permanece casi totalmente retraido (Aréchiga, 1977
y Aréchiga et al, 1992). Esto puede indicar que la luz captada por el FRC provocd
impulsos nerviosos que ilegaron de manera indirecta a las estructuras de la retina, de
tal manera que ¢l PP sc disperso y causo los decrementos en la amplitud de la
respuesta al disminuir la sensibilidad de la retina a la luz.

Sin embargo, no se puede descartar un posible efecto sobre la regulacion del

Pigmentos Distal (PD), esto sugiere que el estimulo podria llegar desde el FRC al
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sistema organo X. glandula sinusal encargada de la liberacién de la DPLH, que

dispersa at PD.
Tiempo de teansicién y Latencia,

La velocidad con la que se presentan las méximas variaciones en la amplitud
de la respuesta (0-12 minutos) después de aplicar el pulso de huz, nos hace suponer
que el efecto de la luz en ¢l sistema FEC-retina esta mediado por vias neurales, pero
depende de la intensidad del estimulo si el efecto en la amplitud de se observa de
manera inmediata (en los 3 min posteriores al encendido de la luz de 600 Wm” de
intensidad) o tarda mas tiempo (en las otras intensidades). Esto indica que aunque
con estimulos de | Wm™ de intensidad de luz sobre el FRC se alcanza el punto de
saturacién del Pigmento Proximal, lo que causaria cierto decremento en la amplitud
de la respuesta; la maxima variacion no se produce sino hasta que ambos pigmentos
son dispersados.

A las 4:00 hrs ¢l cambio en la amplitud de la respuesta del sistema FRC-
retina es inmediato en todas las intensidades, mientras que en las demds horas se
presenta cierto tiempo de transicién y de latencia. La disminucién en el nimero de
transitorios y del tiempo de latencia conforme se incrementa la intensidad en las
otras horas, puede deberse a que con el aumento en la intensidad del estimulo se
acelera la respuesta de ambos pigmenios en la retina, por lo cual la maxima
disminucién en la amplitud de la respuesta se observa en los primeros ires minutos.

La caida casi inmediata de la respuesta de las células retinulares puede
deberse a un estimulo nervioso originado en el sexto ganglio y que viaja hasta la el
pedinculo ocular o la retina, provocando la respuesta migratoria de ambos
pigmentos retinianos. A pesar de esto, la conexion anatémica entre estas estructuras

no ha sido descrita, solo existen pruebas fisiologieas de la influencia del sexto
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ganglio sobre el cordén nervioso y el fotorreceptor retiniano (Inclan-Rubio y
Fuentes-Pardo, 1987).

Otros investigadores cuyos trabajos han side hechos in vitro, han observado
que la amplitud del ERG puede ser modificada mediante la aplicacion de hormonas
sobre la retina del acocil Orconectes limosus (Gaus y Stieve, 1991). Cuando se
utilizo la RPCH la amplitud de la respuesta del ERG tuvo un incremento hasta del
33% de la amplitud inicial en los 30 minutos posteriores a la aplicacion. Mientras
que la PDH y la CCAP (Péptido cardiactivo de crusticeos) se observaron
decrementos del 22% y 70% respectivamente en el mismo lapso de tiempo. Esto
irplica que el control del movimiento del Pigmento Distal por ta PDH y Ia RPCH es
solo un componernite de un complejo sistermna que regula la respuesta del ERG (Gaus y
Stieve, 1991).

Simon y Edwards (citados por Wilkens, 1988) han propuesto la existencia de
ramificaciones dendriticas del sexto ganglio abdominal que terminan en los ganglios
sub y supracsofigico Estas vias pueden Hevar la informacién luminica que es
recibida por el FEC hasta el ganglio cerebroide, donde las sefiales serian recibidas
especialmente por las neuronas presentes en el ganglio supraesofdgico (Page y
Larimer, 1976) para posteriormente enviarlas hacia el tracto optico de cada ojo. De
esta manera se aseguraria que el sisterna érgano X-glandula sinusal recibieran esta
informacién a través de los axones que llegan del ganglio cerebroide y del tracto
optico, disparando la liberacién de la PDLH que dispersa el Pigmento Distal.
Adems al llegar la informacién luminica al tracto optico, se activarian las fibras
descritas por Wiersman y Yamaguchi (1967) que reaccionan a la luz y que
posiblemente faciliten la migracion del Pigmento Proximal.

El que tanto en Procambarus bouvieri como en P. clarkii pudiera darse una
organizacioén anatémica sirailar, provocando resultados funcionales muy parecidos
(en ambas especies hay decrementos en la amplitud de al respuesia del ERG al

estimular ¢l FRC), implica que el sistema FRC-retina s una via de sensibilidad
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Iuminosa de gran imporiancia en este tipo de organismos y que muy probablemente
ia conexién madure a lo largo del desarroilo.

El hecho de que la informacion recibida por el FRC del sexto ganglio tenga
que pasar por esiructuras donde se ha propuesto que residen los osciladores
circadianos del acocil (en cerebro y pedinculo ocular) explica la dependencia
circadiana en la variacién de la amplitud de la respuesta; ademds de reforzar la idea
de que la edad también influye en la variabilidad observada,

Las implicaciones adaptativas del sistema FER-ERG no son claras, sin
embargo parece ser un fendmeno general en los animales (con excepcion de
mamiferos), que los fotorreceptores extrarretinianos tienen una importante
participacién en los mecanismos de sincronizacion de los ritmos circadianos, En este
caso, al considerara que €l ERG es una respuesta con variaciones circadianas, es

claramente influido por un fotorreceptor extrarretiniano,
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Conclusiones.

En el acocil juvenil Procambarus clarkii, el fotorreceptor caudal localizado
en el sexto ganglio abdominal provoca generalmente disminuciones en la amplitud
de la respuesta del ERG al recibir estimulos de luz blanca.

La magnitud de los cambios (decrementos) depende de la intensidad de luz
utilizada, asi como de la hora del dia a la que se aplique el pulso, lo que implica
cierta dependencia circadiana en la respuesta generada.

Estos resultados implican que la relacion anatomica entre ambos
fotorreceptores es funcional desde el estadio juvenil.

Los elementos neuroenddcerinos que pueden estar involucrados en el sistema
FER-ERG, incluyen aquellos que participan en la regulacio6n de los pigmentos FP y
PD, como el ganglio cerebroide, el sistema Organo X-gléndula sinusal y el tracto

optico.
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