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RESUMEN
Este trabajo fue realizado con el objetivo de estudiar ei sistema antioxidativo circadiano
de dos especies de acocil con origen latitudinal diferente. La capacidad de los ritmos
circadianos de los animales para sincronizarse a los ciclos diarios generados por la
alternancia luz-oscuridad (LO), depende en la sensibilidad del marcapaso circadiano ante
los cambios diarios y estacionales que están relacionados tanto a las características
ecológicas como a la distribución geográfica de las especies. Los cambios cíclicos en la
protección antioxidativa pueden contribuir con esta capacidad de sincronización pues
permite a los animales enfrentar la oxidación produelo de las fluctuaciones en las
condiciones lumínicas ambientales. Procambarus digueti es una especie de distribución
tropical, mientras que P. clarkií presenta una amplia distribución latitudinal norte. En el
presente trabajo se investigó la 1} si ambas especies presentan ritmos circadianos en
parámetros del sistema glutatión, 2) y sí los ritmos de ambas especies difieren en su
capacidad de sincronizarse a ciclos de 24 h con diferente duración de la fotofase en alta
y baja ¡rradiancia (Al y Bl, respectivamente). Se formaron dos grupos de organismos
adultos de cada especie, divididos en 5 grupos de 30 animales cada uno que se pusieron
en las siguientes condiciones experimentales 1) LO 12.12 Bl; 2) L012.12 Bl y después
expuesto a oscuridad constante por 72 h; 3) LO 12:12 Al; 4) LO 20:4 Bl; 5) LO 20.4 Al;
todas se dejaron dos semanas. Al final del experimento se sacrificaron 5 animales de
todos los grupos en intervalos de 4 h durante un ciclo de 24 h y se les extrajo la hemolinfa
y el hepatopáncreas. Se determinó glutatión reducido y oxidado en ambos tejidos y en
hepatopáncreas también se determinó la actividad enzimática de la glutatión reductasa
y de la glutatión peroxidasa por métodos fluorométricos y espectrofotométricos. El análisis
de datos por Cosinor simple y ANOVA revelaron diferencias entre ambas especies.
Procambarus clarkii presentó ritmos circadianos robustos que se sincronizan con el
enciendido y apagado de la luz. En P.diguetise encontró un sistema circadiano en el ciclo
del glutatión que no se sincroniza a la luz. En esta especie las condiciones LO 12:12 Al
y LO 20:4 Al evidenciaron ritmos diarios que indican un sistema antioxidativo amortiguado,
que incrementan su amplitud como respuesta a la luz. Esto sugiere que los mecanismos
rítmicos antioxidativos de estas especies parecen estar relacionadas con sus
características ecológicas. Se discute la posible relación entre los ritmos aquí descritos
con otros descritos para el acocil.
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ABSTRACT

This work was carried out to study the antioxidant circadian system of two species of

crayfish with different latitude of origin. The animáis circadian rhythms1 ability to entrain

to daily light -dark (LD) ratios depends on the pacemaker sensitivity to the seasonai daiíy

changes, and therefore, it should be related both to the ecological and geographical

distribution of the species. A circadian anti-oxidative protection system may provide an

important contribution in order to deal with the oxidation produced by the daily fiuctuation

of the environmentaí lighting conditions. Procambarus digueti is a tropical species, while

P.clarkii is a species with a wide latitudinal distribution. In the present work it was

investigated 1) whether both species possess glutathione circadian rhythms, and 2)

whether both species1 rhythms differ in their ability to synchronrze to 24 h cycles with two

different LD ratios (photoperiod) of low and high irradiance. (Ll and Hi). Two batches of

P.clarkii and P.digueti adult organisms, divided into 5 groups formed by 30 animáis each,

were kept in the foltowing experimental conditions for two weeks 1) LD 12.12 Ll; 2) LD

12.12 Ll and then exposed to DD for 72 h; 3) LD 12:12 HI; 4) LD 20:4 Ll; 5) LD 20.4 HI.

At the end of the experiments all animáis of each group were killed at 4 h intervals during

a 24 h cycle and the hemolymph and midgut were removed. Reduced and oxidized

glutathione as well as glutathione reducíase and glutathione peroxidase were assayed

by fiuorometric and spectrophotometric methods. Cosinor and ANOVA revealed

differences between both species. Procambarus clarkii showed rabust antioxidant

circadian rhythms that are able to entrain to ail conditions reselting to lights on or off.

However, the P. diguetiv/eak circadian glutathione system did not entrain to the LD cycles

showing a random distribution ofphases. In this species, LD 12:12and20:4Hlevidenced

significant daily rhythms indicating a damped circadian anti-oxidative system, that is

enhaced by the effect of light. This suggests that each species' photoperiodic history

determines the adaptive abilities of the circadian anti-oxidative mechanisms. The possible

correlation between the glutathione rhythm and other behavioral and metabolic rhytms of

crayfish are discussed.



1. RITMOS

1.1 GENERALIDADES

Un ritmo biológico se puede definir como la recurrencia de un fenómeno biológico a

intervalos regulares de tiempo {Kalmus, 1935, citado en Aschoff, 1981). La cronobiología

es la disciplina que estudia los procesos, mecanismos y alteraciones de las estructuras

subyacentes a los procesos rítmicos de los diferentes organismos bajo diversas

situaciones (Halberg et al., 1977).

Todos los animales, las plantas, microorganismos y probablemente todos los organismos

muestran algún tipo de variación rítmica fisiológica (tasa métabólica, producción de calor,

floración, etc.) que suele estar asociada con un cambio ambiental periódico (Pittendrigh

y Minis, 1964; Reinberg y Smolensky, 1993). En todos los taxa de los organismos

eucariontes así como algunos procariontes y hongos se han documentado diferentes

ritmos con períodos cuyas velocidades fluctúan desde fracciones de segundo hasta años.

Estos ritmos persisten en condiciones de laboratorio, aún sin señales temporales

externas, es decir, son endógenos (Aschoff, 1981). Algunos parámetros de uso común en

la caracterización y estudio de los ritmos biológicos son:

Período: Se refiere al valor del intervalo de tiempo que pasa entre dos

acontecimientos idénticos, es decir es el valor de la duración de un ciclo completo

y es el inverso de la frecuencia de un evento. El período natural de! oscilador se

denomina T (tau), y se expresa en condiciones constantes cuando no hay

influencia de claves temporales externas. Este fenómeno se denomina en inglés

"free running" y en español "oscilación espontánea" o "libre corrimiento". Al periodo

de la oscilación externa o sincronizador se le denomina T. En una oscilación se

conoce como a a la duración de la actividad máxima y como p a la duración de

actividad mínima.

Amplitud: Algunos autores (Brady, 1982; Granados-Fuentes et al., 1995); la definen

como la diferencia entre el punto máximo y el mínimo de la oscilación. Cuando se

trata de señales analizadas mediante un ajuste a una función coseno (Método de

Cosinor) la amplitud se define como la diferencia entre el valor mesor y el valor

TESIS CON
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máximo que tiene la variable en un período (Aschoff, 1981, Vega, 1993; Golombek,

1997).

Mesor. Es el valor medio de la variable ajustada a una función coseno. Cuando el

intervalo de muestreo es constante, mesor es igual a la media aritmética de la

oscilación rítmica (Vega, 1993).

Fase (<ji): Es el valor instantáneo de una función periódica, es un parámetro que

sirva de referencia para determinar cambios en la velocidad del ritmo de ía

oscilación, los puntos más usados son el inicio de actividad y la acrofase, ésta

última corresponde al punto en el que se alcanza el valor máximo del ciclo

{Aschoff, 1981, Vega, 1993; Golombek, 1997).

Ángulo de Fase (y): Corresponde a la diferencia de fase entre dos oscilaciones,

usualmeníe la del sincronizador y la del oscilador {Aschoff, 1981, Vega, 1993;

Golombek, 1997).

1.2 CLASIFICACIÓN

Enright (1981) clasificó a los ritmos biológicos en tres grupos de acuerdo con la frecuencia

de su oscilación:

Ritmos Ultradianos: ciclos que ocurren varias veces en un día, tienen períodos

menores a 19 hr y pueden alcanzar velocidades de segundos o milisegundos, p.e.

el ritmo respiratorio, el ritmo cardíaco, las ondas eléctricas cerebrales, etc.

Ritmos Circasianos: ciclos cuyo período es cercano a las 24 horas, en el intervalo

de 19 a 29 horas. Algunos ejemplos son los ciclos sueño vigilia, actividad reposo,

secreción hormonal como el cortisol, la melatonina, la prolactina, etc.

Ritmos Infradianos: su período es mayor a 29 horas, algunos ejemplos son: el ciclo

menstrual de mamíferos, los ciclos lunares y los ciclos reproductivos anuales o

bianuales, etc.

Por otra parte, Halberg en 1965 elaboró una clasificación (en Aschoff, 1981) de los ritmos

de acuerdo con ef valor del período y en relación con los ciclos geofísicos, estos son: el

ciclo de rotación terrestre (ritmos diarios); los ciclos producidos por la interacción tierra-



luna que generan las mareas (ritmos maréales), la rotación de la luna que genera las fase

lunares (ritmos lunares) y el movimiento de translación de la tierra alrededor del sol

{ritmos estacionales y anuales). Debido a que el período (x) de este ritmo, en condiciones

constantes (luz, temperatura, etc.), es aproximado-pero no igual- al del ciclo ambiental

con el que se sincroniza (T), Halberg introdujo el prefijo circa y se conocen como ritmos

circadianos, circamareales, circalunares, y circaanuales, a los ritmos biológicos cuyo

período es cercano al de estos ritmos geofísicos.

1.3 RITMOS CIRCADIANOS

Entre todos estos ritmos, los ritmos cireadianos han sido los más estudiados. La

plasticidad del valor de período de estos ritmos les permite sincronizar a los ciclos

ambientales que posean un valor de periodo de 24 horas, como son los ciclos diarios de

luz y de temperatura. Los ritmos circadianos, establecen una fase estable con estos ciclos

externos alargando o acortando su valor de periodo e igualándolo al del ciclo ambiental.

Estos ritmos están basados en mecanismos biológicos análogos a las propiedades

cronométricas de un reloj, y poseen las siguientes características {Pittendrigh, 1981;

Aschoff, 1981; Brady, 1982):

a) Son endógenos, persisten sin la presencia de claves temporales; en condiciones

constantes se presentan con una oscilación espontánea cuyo periodo es cercano pero

no igual a las 24 horas.

b) La longitud del periodo en oscilación espontánea se modifica ligeramente o nada al

variar la temperatura, es decir, poseen mecanismos de compensación de temperatura.

c) Son susceptibles de sincronizar a los ritmos ambientales que posean un valor de

periodo de 24 horas o cercanos a él (dentro de ciertos límites), como los ciclos de luz

y de temperatura. Esta sincronización únicamente se lleva a cabo dentro de ciertos

límites para cada especie.

d) La ritmicidad puede dejarse de expresar bajo ciertas condiciones ambientales como

es la luz brillante o un.cambio brusco en la temperatura



e) En oscilación libre o espontánea, generalmente el x de las especies diurnas es mayor

a las 24 h, en tanto que para especies nocturnas este valor es menor a las 24 h. El

período x depende de la intensidad de iluminación: En muchas especies diurnas x se

acorta cuando hay incrementos en la intensidad de luz y aumenta en especies

nocturnas (Ley de Aschoff).

1.4 SINCRONIZACIÓN

Al cambio cíclico ambiental que es capaz de sincronizar un ritmo endógeno se le

denomina "zeitgeber" (que significa "dador de tiempo") (Halberg, 1977). La sincronización

es la capacidad de los ritmos biológicos para ajustar su período endógeno con el del

sincronizador, de manera que T =T. Como consecuencia de la sincronización se establece

y mantiene una relación de fase estable entre el sincronizador y el ritmo endógeno y se

asegura la correspondencia del tiempo biológico con el geofísico (Aguílar-Roblero, 1993).

El sincronizador más común y efectivo es la luz, aunque también funcionan como

sincronizadores la temperatura, la disponibilidad de alimento y las interacciones sociales.

La luz puede causar arritmia dependiendo de su intensidad. En general existe una

relación inversamente proporcional entre la intensidad de la luz y la amplitud del ritmo:

cuando los animales se colocan en condiciones de alta irradiancia el ritmo de actividad

locomotora se vuelve arrítmico, otros ritmos únicamente se amortiguan (Aschoff, 1981;

Saunders, 1984). Cuando la luz alcanza intensidades altas y constantes el ritmo deja de

expresarse, es decir el reloj biológico se detiene. Al volver a condiciones previas de

obscuridad el reloj se reinstala (reajusta) reasumiéndose la ritmicidad (Sweeney, 1979).

No sólo la intensidad de la luz produce cambios en los ritmos circadianos, lo hace también

la longitud del fotoperiodo. Bajo condiciones de longitud extrema (20-24 h) algunos ritmos

no son capaces de sincronizarse, pues requieren de una noche con una longitud mínima,

en especial los ritmos de animales nocturnos.

En condiciones naturales el ciclo diario de iluminación sufre cambios estacionales, el

fotoperiodo del ciclo se acorta o se alarga. Estos cambios se reflejan en las características

de los ritmos circadianos. Al alargarse el fotoperiodo, la duración de la fase de actividad



del ritmo aumenta o disminuye de acuerdo con los hábitos y el nicho ecológico de los

animales. Lo anterior es una evidencia deí reconocimiento del fotoperiodo por el sistema

circadiano. Esto se observa en procesos de inducción fotoperiodica en los que, de

acuerdo conque una cierta fase del ritmo endógeno coincida con el periodo de luz del

ciclo externo, un evento fotoquímico iniciará una secuencia de reacciones químicas que

van a culminar con la inducción de algún proceso fisiológico (Bunning, 1960; Pittendrigh,

1981).

El fenómeno de inducción fotoperiodica permite a los animales de diferentes latitudes

adecuarse a las condiciones óptimas del medio de acuerdo con los cambios estacionales

del mismo.

1.5 EL RELOJ BIOLÓGICO

Puede definirse al reloj biológico como aquel sistema orgánico capaz de generar un orden

temporal en los procesos fisiológicos del organismo, oscila con un período regular y usa

las oscilaciones externas como una referencia temporal interna {Pittendrigh y Daan, 1976;

Aschoff, 1981; Halberg et al., 1977; Granados et al., 1995). Este concepto engloba dos

tipos diferentes de osciladores, aquellos identificables como unidades físicas y

diferencíateles del resto del organismo, y aquellos que emergen como un epifenómeno

resultante de la interacción de elementos interconectados en asas de retroalimentación.

La interacción de ambos sistemas oscilatorios resulta en la adaptación de los organismos

a las presiones ambientales cíclicas de su nicho temporal. Una de las funciones

principales del reloj consiste en sincronizarse con los ciclos ambientales y transmitir esta

información a sistemas efectores que expresan la ritmicidad y acoplan los diferentes los

osciladores del organismo para lograr un funcionamiento coordinado (Granados et al.,

1995).

Las características de los relojes biológicos son:

a) Poseen mecanismos para medir el tiempo (cronometría).

b) La medición se hace con relación a claves ambientales (pueden sincronizarse con

claves ambientales, lo que les permite reconocer la hora local).
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c) Utilizan la información temporal para controlar procesos bioquímicos, fisiológicos y

conductuales.

d) Utilizan mecanismos humorales y neurales para la transmisión de la ritmicidad.

e) Son capaces de detectary traducir información medio ambiental de referencia temporal

(luz, temperatura, etc.).

Se ha propuesto (Moore-Ede y Sulzman, 1984) que el sistema circadíano está compuesto

por osciladores múltiples que poseen períodos independientes bajo condiciones de

oscilación espontánea. Es decir, cuando se encuentran aislados de claves temporales

externas, oscilan con valores de período diferente al encontrado en las condiciones en

que están sincronizados al "zeitgeber", mediante un oscilador maestro que actúa como

marcapaso. Se han encontrado osciladores en diversos órganos principalmente en

órganos bilaterales, que pueden llegar a actuar de forma independiente. Esta es la

manera en que el sistema circadiano puede ser sincronizado por diversas claves

ambientales (Moore-Ede y Sulzman, 1984}.

2. LOS ACOCILES Procambarus clarkiiy P. digueti

2.1 GENERALIDADES

Los acociles forman una parte importante de los ecosistemas de agua dulce debido a que

se encuentran en la parte superior de la pirámide alimentaria. Cuando estos organismos

se encuentran en abundancia, llegan a ser considerados como una plaga, debido a sus

efectos sobre la vegetación, la depredación sobre otros invertebrados y por las

alteraciones que causan en ei suelo, cuando se trata de especies constructoras de

madrigueras (Momut et al., 1978).

Las especies de acocil estudiadas hasta el momento son predominantemente nocturnas,

aunque suelen forrajear a lo largo del día. En especial durante la temporada reproductiva

pueden estar expuestos a la luz del día (Huner, 1988). Procambarus clarkii vive en

charcas fangosas y en fondos lodosos de arroyos lentos y es particularmente abundante

en pantanos estacionales y aguas cenagosas; esta especie forma madrigueras y túneles



c) Utilizan la información temporal para controlar procesos bioquímicos, fisiológicos y

conductuales.

d) Utilizan mecanismos humorales y neurales para la transmisión de la ritmicidad.

e) Son capaces de detectary traducir información medio ambiental de referencia temporal
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externas, oscilan con valores de período diferente al encontrado en las condiciones en
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ambientales (Moore-Ede y Sulzman, 1984}.

2. LOS ACOCILES Procambarus clarkiiy P. digueti

2.1 GENERALIDADES

Los acociles forman una parte importante de los ecosistemas de agua dulce debido a que

se encuentran en la parte superior de la pirámide alimentaria. Cuando estos organismos

se encuentran en abundancia, llegan a ser considerados como una plaga, debido a sus

efectos sobre la vegetación, la depredación sobre otros invertebrados y por las

alteraciones que causan en ei suelo, cuando se trata de especies constructoras de

madrigueras (Momut et al., 1978).

Las especies de acocil estudiadas hasta el momento son predominantemente nocturnas,

aunque suelen forrajear a lo largo del día. En especial durante la temporada reproductiva

pueden estar expuestos a la luz del día (Huner, 1988). Procambarus clarkii vive en

charcas fangosas y en fondos lodosos de arroyos lentos y es particularmente abundante

en pantanos estacionales y aguas cenagosas; esta especie forma madrigueras y túneles



y normalmente se distribuye entre los 59° a 28° de latitud N. Los especímenes usados en

la experimentación en nuestro laboratorio son colectados en Delicias, Chihuahua (2345

m de altura, y 27°45'N), donde la luminosidad a la que están sometidos varía entre los

0.039 Wm'2 al amanecer y 3.68 Wm'2al mediodía. Esta es una especie invasora que ha

ido ampliando su distribución geográfica, pues a principios de siglo no se encontraba en

el territorio nacional y ahora se encuentra en el norte de Chihuahua. En algunos países

es inclusive una especie que se ha declarado nociva por los efectos que tiene

desplazando especies nativas (Egipto y España) donde soporta las condiciones de estío

(Huner, 1988).

Procambarus digueti prefiere los charcos, los lagos y los arroyos con aguas abiertas con

una profundidad de 0.5 a 1.5 m, en donde puede o no encontrarse vegetación en los

bordes. En la localidad de colecta de P digueti en Zamora, Michoacán [1575 m de altitud,

latitud, 19°98'N) a diferentes horas del día, la intensidad fluctúa entre las 0:0411 Wm"2 en

las horas crepusculares y 3.2 Wm'2 al mediodía (Fanjul-Moles et al., 1998), ésta es una

especie endémica, posiblemente es fa más primitiva del género y con menor afinidad con

otros Procambarus (Villalobos, 1983). Las diferencias entre estas dos especies se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1.- Comparación entre P. ciarkü y P. digueti.

Distribución latitudinal

Tipo de cuerpo acuático

Origen en México

Forman madrigueras
Disponibilidad de 02

ambiente
Dormancia
Intensidad de luz

Asociación a vegetación

Procambarus cfarkii

59 a 29° latitud norte
Distribución latitudinal

Pantanos estacionales,

arroyos lentos
Introducida a principios de

1900
Si
Soporta condiciones

anaerobias
Si
0.039-3.68 Wma

No

Procambarus digueti

18 a 20° latitud norte

Lagos y arroyos de aguas

abiertas

Endémica, origen en el

cretácico inferior
No

Aerobio

No se ha descrito
0.04-3.2 Wm2

Si
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2.2 RESPUESTA A LA LUZ

En 1880, Huxley reportó que los crustáceos no toleraban ni mucho calor ni mucha luz

solar y que eran más activos durante el anochecer, en tanto que, durante el día

permanecían escondidos en madrigueras. Sin embargo, estos animales presentan una

respuesta fototáctica hacia la luz durante la noche, condición que era aprovechada por

los pescadores para atraerlos hacia las trampas. {Huxley, 1800, citado en Huner y

Lindqvist, 1995; Aréchiga y Rodríguez-Sosa, 1997). En P. clarkii, así como en otros

crustáceos se ha observado un patrón bimodal de actividad en el ciclo de 24 h. El primer

pico en la actividad se observa al anochecer, cuando los animales salen de sus

madrigueras para alimentarse y el segundo pico aparece antes del amanecer y puede

durar varias horas. {Aréchiga y Rodríguez-Sosa, 1997).

El nivel de la respuesta a la luz varía en el ciclo de 24 h. El umbral es menor durante la

noche que durante el día y la latencia de la respuesta es menor del anochecer a media

noche, cuando es mayor el nivel de actividad locomotora (Aréchiga et al., 1993).

En relación a la respuesta a la luz, en estos organismos se observan cambios circadianos

en la posición de los pigmentos accesorios de la retina {Fingerman y Lowe, 1957), y en

la actividad eléctrica de los fotoreceptores visuales y extraretinianos {Aréchiga et al.,

1973; Fanjul-Moles et al., 1987; Prieto-Sagredo y Fanjul-Moles et al., 2001).

Otros estudios han demostrado que la luz es un factor determinante tanto en el proceso

de muda en estos organismos como en la maduración gonadal (Castañón-Cervantes et

al., 1995; Fanjul-Moles et al., 2001).

Las condiciones de iluminación también son uno de los factores que influencia de manera

determinante la tasa de consumo de oxígeno en diferentes especies de acocil {Fingerman

1955; Rice y Armitage, 1974, Fanjul-Moles et al., 1998). Existen datos de que, como parte

de su respuesta a la luz, P. clarkii puede modificar su metabolismo, cambiando la ruta de

obtención de energía de aerobia a anaerobia por lo que se le considera un organismo

anaerobio facultativo que puede entrar en condiciones semejantes a la dormancia

{hibernación y estivación). Esta capacidad metabólica y conductual se ha reportado en

P. digueli, en condiciones de laboratorio. Se ha propuesto que éstas diferencias
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conductuales interespecíficas indican capacidades diferentes para adaptarse al estrés

luminoso (Fanjul-Moles et al., 1998).

Lo anterior coincide con lo reportado para otros animales de las regiones polares y

tropicales que se encuentran en condiciones constantes de temperatura y no sufren

cambios en la aclimaíización. Los animales de latitudes intermedias experimentan

mayores cambios de temperatura, de tal forma que muchas especies poseen capacidad

adaptatjva que les permite compensar los cambios en temperatura (Prosser, 1957).

Así mismo, se ha reportado que la luz afecta a las estructuras neurales y endocrinas

responsables de los cambios conductuales y metabólicos y que en diversos crustáceos

la exposición a la luz brillante causa daño estructural y funcional de los fotorre ce plores,

este daño está asociado a la foto oxidación de ácidos grasos no saturados posiblemente

como resultado de reacciones de fotosensibilización (Kashiwagi et al., 1997).

Cuando acociles de estas especies se someten a condiciones experimentales crónicas

de alta intensidad de luz o fotoperiodos de 20 h, se producen una disminución en el

consumo de oxígeno e incremento de la concentración de lactato; lo anterior va apareado

con un aumento en la concentración de glutatión reducido (GSH) en hemolinfa (Fanjul-

Moles, et al, 1998; Prieto-Sagredo, et al., 2000).

Por lo anterior, parece que en el acocil la luz es un agente estresor que participa en la

elección del habitat como se ha reportado para especies que han evolucionado en

ambientes con latitudes diferentes (Prosser, 1957). Por otra parte, se ha demostrado que

en las reacciones de fotosensibilización, cuando ciertas moléculas son iluminadas con

la longitud de onda adecuada, la absorben y pueden transferir esta energía a una

molécula de oxígeno molecular generando así el oxígeno en singulete (102), también se

forman aniones superóxido (O2") y radicales htdroxilos (HO") (Halliwell y Gutteridge, 1998,

Hansberg, 1999). Entre estas moléculas se cuentan la bilirrubina, las porfirinas, el retina!,

las flavinas y los citocromos, estos dos últimos son muy abundantes en los acociles.

Procambarus clarkii es un organismo en el que se han demostrado ritmos circadianos y

estacionales que le permiten adaptarse a los cambios diarios y estacionales de la luz.

Entre los ritmos más estudiados se encuentran el ritmo de actividad (Fanjul-Moles, 1998)
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y el de consumo de oxígeno (Fingerman 1955; Rice y Armitage, 1974). Ambos ritmos

circadianos pueden producir variaciones en el estado oxidativo interno con fluctuaciones

en los mecanismos antioxidativos.

3. ESTRÉS

3.1 DEFINICIÓN

Estrés es un término muy general usado en la vida diaria para describir situaciones en las

que una persona está en dificultades o no puede sobrellevar las demandas del medio y

que pueden tener como resultado ciertos desórdenes físicos y neurológicos. En la

investigación biológica y psicológica se ha usado en diferentes sentidos. Posiblemente el

más simple es una analogía de la influencia física de cierta carga colocada sobre una

pieza de metal lo que crea una deformación o tensión sobre el metal, esta tensión puede

ser cuantificada ("strain" en inglés) (Archer, 1979).

Un uso más específico surgió de los estudios dirigidos por Hans Selye, investigador que

utilizó el término estrés para describir la respuesta ante cierta fuerza externa a la que

Seyle denominó estresor. Seyle consideraba al estrés como una reacción, un síndrome

específico de respuestas adaptativas de varios sistemas, entre los que se encuentran la

corteza suprarrenal, el timo y el aparato digestivo. Este investigador denominó a estos

cambios bajo el nombre de "síndrome genera! de adaptación" (Seyle, 1950, citado en

Archer, 1979).

Al considerar los efectos de íos estresores físicos, en la respuesta del cuerpo hay una

movilización de energía que se puede considerar como la preparación para enfrentar o

reparar alteraciones, producto de una situación de peligro o de daño físico.

Cuando el concepto de estrés se transfiere al contexto fisiológico, se debe tener en cuenta

que hay muchas situaciones que no necesariamente se presentan como potencialmente

peligrosas y que, sin embargo, evocan diferentes aspectos de la respuesta al estrés.

Nuevas investigaciones han revelado la importancia del componente sicológico, en el que

participa la forma en la que el cerebro interpreta una tal o cual situación (Archer, 1979).

Todas las respuestas conductuaíes o fisiológicas se pueden considerar como adaptativas
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en tanto tienden a minimizar o ayudar a liberar al animal de una fuente de posible peligro,

mediante mecanismos de retroal¡mentación negativa. De lo anterior surge una definición

operativa en ia que se propone al estrés como la incapacidad prolongada de los

organismo para evitar un daño potencial, lo cual conduce a la activación de los sistemas

fisiológicos por encima de su eficiencia máxima (Archer, 1979).

3.2 ESTRÉS OXIDATIVO

El estrés oxidativo es la situación en la que la presencia de radicales libres o de especies

reactivas de oxígeno (ROS), nitrógeno o de metales de transición, producen cambios

funcionales y estructurales en el organismo. Estos pueden originar procesos patológicos

al producir desbalance en el estado redox en el organismo (Halliwell y Gutteridge, 1998).

El estrés oxidativo se ha definido como el resultado del daño a biomoléculas producido

por radicales libres o especies reactivas. Un radical libre es cualquier especie química

capaz de existir con uno o más electrones desapareados, y el término ROS agrupa tanto

a los radicales libre y a las especies no radicales que son agentes oxidantes y/o son

fácilmente convertidos a radicales. La reactividad varía de una especie a otra, las hay

oxidantes y reductoras y todas ellas inician reacciones en cadena. En el caso de la

oxidación de lípidos se forma un carbono central -C- lo que provoca cambios estructurales

además de generar aldehidos citotóxicos (Halliwell, 1991).

Halliwell y Gutteridge (1998), definieron a los antioxidantes como: "Aquella sustancia que

se encuentra en pequeñas concentraciones e inhibe o retarda significativamente la

oxidación de un sustrato que se encuentra en mucha mayor concentración". A partir de

esta definición se considera que las defensas antioxidativas incluyen:

a) Los agentes que remueven catalíticamente las especies reactivas,

b) Las proteínas que minimizan la disponibilidad de prooxidantes como iones de fierro o

cobre,

c) Las proteínas que protegen biomoléculas mediante otros mecanismos, como son las

proteínas del choque térmico (heat shock proteins),

d) Los agentes de bajo peso molecular que reducen las especies reactivas.
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La importancia antioxidante de estas biomoléculas depende de la especie reactiva sobre

la que actúan, donde y como se genera, así como del daño que produce. Los

antioxidantes pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y tener

más de un mecanismo de acción (Gutteridge y Halliwell, 1999).

Entre los antioxidantes sintetizados en las células animales se encuentran enzimas y

agentes de bajo peso molecular. Entre las enzimas se cuentan:

a) La familia de las superóxido dismutasas (SOD). Esta familia está constituida por

metaloenzimas que convierten el Oz" a peróxido de hidrógeno (H2O2), y se encuentran

virtualmente en todos los organismos aerobios. Se conocen cuatro tipos de enzimas:

CuZnSOD, CuSOD, FeSOD y MnSOD.

b) Las catalasas y las peroxidasas transforman el H2O2 a agua y están ampliamente

distribuidas en bacterias aerobias, plantas y animales. La glutatión peroxidasa (GPx)

y la glutatión transferasa (GT) participan en la detoxificación de peróxidos y

xenabióticos como herbicidas, y usan el glutatión reducido (GSH) como sustrato. La

glutatión reductasa (GR) es la enzima que reduce el glutatión oxidado (GSSG), y

requiere NADPH+H para llevar a cabo esta función. También se han encontrado

peroxidasas no específicas en plantas y bacterias. Estas enzimas pueden utilizar.una

amplia gama de sustratos. (Spector, 1991; Halliwell y Gutteridge, 1998; Gamaley y

Klyubin, 1999).

Entre los agentes de bajo peso molecular de mayor importancia se encuentran:

a) El GSH, es el antioxidante que se encuentra en las mayores concentraciones

intracelulares. Actúa como cofactor de la GPx para detoxificar H2O2. Además puede

detoxificar radicales libres por vías no enzimáticas (Spector, 1991; Taylor et al., 1996;

Halliwell y Gutteridge, 1998; Daltonetal., 1999; Gamaley y Klyubin, 1999).

b) La bilirubina y el ácido úrico se han propuesto como antioxidantes al unirse a metales

e impedir reacciones tipo Fenton. El ácido úrico también es eficiente protegiendo en

contra del ozono (O3) y del dióxido de nitrógeno (NO2").
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c) Los aminoácidos que tienen la capacidad de secuestrar iones metálicos y son

susceptibles de oxidarse tanto en presencia de H2O2 como en concentraciones

fisiológicas de bicarbonato (Stadtman y Berlett, 1991).

d) La melatonina se considera actualmente como un importante antioxidante pues

además de atrapar al radical OH", estimula enzimas antioxidativas importantes (SOD,

GPx y GR). Esta hormona en dosis farmacológicas es efectiva para reducir el daño

ocasionado por agentes tóxicos y en paradigmas experimentales que inducen el

estrés oxidativo (Reiter et al., 1997).

3.3 RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Un radical libre es cualquier especie química capaz de existir en forma independiente y

que contiene uno o más electrones desapareados como el oxígeno en singulete (102), los

radicales Superoxido (O2'), Hidroxilo (OH), Peroxilo (RO2), Alkoxilo (RO), Hidroperoxilo

(HOa'), y los Óxidos de Nitrógeno: óxido nítrico (NO), y dióxido de nitrógeno

(NO2)(Gutteridge y Halliwell, 1999).

"Especies reactivas" es el término en que se agrupa a los radicales y algunas especies

no radicales como el Peróxido de' Hidrógeno (H202), el Ácido Hipocloroso (HOCI), el

Ozono (O3) y el Peroxinitrito (ONOO).(Gutteridge y Halliwell, 1999).

Las fuentes exógenas generadoras de ROS en los organismos pueden ser antibióticos,

fármacos (p.e. paraeetamol); contaminantes (p.e. NO2, O3, humo de cigarrillo), la

quimioterapia y la exposición a radiación ultravioleta e ionizante (Finkel y Holbrook, 2000).

Las fuentes endógenas son principalmente: reacciones enzimáticas (xantin oxidasa, las

NADPH/NADH oxidasas, la acii CoA oxidasa y los citocromos P-450); pequeñas moléculas

autooxidabies como las catecolaminas y las quinonas (Dalton et al., 1999; Gamaley y

Kluybin, 1999); además elementos del sistema inmunológico de los organismos, en

especial las células fagocíticas. Aunque las células no fagocíticas también generan H2O2

su tasa de generación es apenas el 1 % del generado por las células fagocíticas (Gamaley

y Kluybin, 1999).
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En el plasma sanguíneo y en los tejidos oculares de los mamíferos se está generando

H2O2 continuamente a partir de la oxidación del GSH y/o del ascorbato (Spector, 1991;

Halliwell el al., 2000; Long y Halliwell, 2000). Por otra parte, durante la fosforilación

oxidativa se estima que del 2-4% del O2 no se reduce a agua por la citocromo C oxidasa

sino se forma el anión semiquinona el cual puede transferir uno o dos electrones al

oxígeno molecular con la subsecuente formación del O2'". Este, a su vez, puede generar

otras ROS; que en exceso reaccionan con toda clase de macromoléculas y pueden causar

anormalidades conductuales, citotoxicidad y daño mutagénico (Gutteridge y Halliwell,

1999; Dalton et al 1999, Finkel y Holbrook, 2000).

3.4 PAPEL BIOLÓGICO DE ROS

La generación de ROS dentro de cierto límites es necesaria para mantener la homeostasis

del organismo (Finkle and Holbrook, 2000). En los animales, en especial en mamíferos,

los macrófagos son las células de alarma del cuerpo que sintetizan y excretan materiales

altamente reactivos como el anión O2", el H2O2, el NO y algunas enzimas proteolíticas

entre otras. Estos materiales biológicamente activos son importantes para inactivar a las

bacterias y a las células tumorales; así mismo, su producción es un factor importante para

desencadenar una variedad de funciones celulares (Gamaley y Kluybin, 1999). La

sobreactivación de los macrófagos y la producción excesiva de productos

¡nmunosupresores pueden contribuir a la alteración morfofunciona! de órganos y sistemas

durante el estrés severo, o en lesiones presentes en el estado de choque (Anderson y

Meister, 1980).

En algunas respuestas ante oxidantes puede llegar a producirse una sobre-estimulación

de las vías de señalización reguladas por ROS. Los cambios asociados con el daño

oxidativo y el reestablecimiento de la homeostasis celular frecuentemente llevan a la

activación o inactivación de genes, de factores de transcripción, de enzimas de defensa

antioxidativa y de proteínas estructurales (Halliwell y Gutteridge, 1998; Gamaley y

Klyubin, 1999).
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La especie reactiva considerada como la más importante en la señalización celular en los

mamíferos es el H2O2, que puede actuar como segundo mensajera. En concentraciones

de 1-50 \xM, el H2O2posee una citotoxicidad limitada y puede ser utilizado como una

molécula de señalización intra y extracelular. En las zonas de inflamación, el H2Oa que

generan los fagocitos modula el proceso inflamatorio regulando la expresión de moléculas

de adhesión, y controlando tanto la proliferación celular y la apoptosis, como la agregación

plaquetaria (Halliwell, et al., 2000).

El H2OZ actúa como segundo mensajero en las células eucarionies, mediante la activación

de las vías de señalización de estrés. Estas vías producen una respuesta genética común

(Gamaley y Kluybin, 1999; Finkel y Holbrook, 2000),

Las especies reactivas son también agentes mitogénicos y regulan cascadas de

señalización de los factores de crecimiento. Se ha demostrado que estas moléculas

pueden inducir señales iónicas similares a las mediadas por receptores de membrana,

como la hiperpolarización de la membrana y cambios en el pH intracelular (Gamaley y

Kíuybin, 1999).

En la mitocondria y en el citosol, las ROS determinan el estado redox de residuos de

grupos sulfihidrilos. Estos residuos son críticos para el establecimiento de interacciones

proteína-proteína. Los factores de transcripción contienen residuos de cisteína, por lo que

el estado redox de los tioles regula la unión al DNA de factores como las proteínas Fos

y Jun, modulando la actividad de transcripción {Taylor et al., 1996; Dalton et al., 1999;

González-Flecha y Dempley, 1999).

Son interesante los mecanismos de adaptación que presentan los diversos animales ante

los cambios de ROS producidos por las alteraciones entre la ventilación y la reperfusión.

En el riñon y en el corazón de rata se ha reportado una disminución de las defensas

antioxidativas durante la reperfusión (Ruuge et al, 1991). Lo anterior es contrario a lo que

se observa en los organismos que en condiciones naturales se enfrentan a periodos

hipometabólicos o hipóxicos. Durante estas circunstancias se eleva fa actividad de las

enzimas antioxidates (Tabla 2). Esto se ha interpretado como una respuesta anticipatoria

a posibles incrementos de ROS debido a la hiperventilación producida durante la salida
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del estado hipometabólico, por lo que se ha sugerido que esta respuesta es esencial para

la adaptación (Hermes-Lima et al., 1998). Hay organismos que se enfrentan continua o

cíclicamente a niveles cambiantes de oxígeno debido a sus características ecológicas.

Para adaptarse estos cambios siguen en general dos estrategias (Grundy, y Storey, 1998;

Hermes-Lima et al., 2001):

a) Aumentar la actividad de ias enzimas antioxidantes para prepararse al aumento cíclico

de la presión parcial dé oxígeno. Esta es la estrategia que adoptan especies

susceptibles a enfrentar situaciones de estrés oxidativo como Helix aspersa (Hermes-

Lima et a!., 1998).

b) Mantener los niveles de antioxidantes elevados. Este es el caso de Trachemys scrípta

etegans cuya estrategia principal es mantener los niveles de enzimas y productos

antioxidantes en niveles muy por encima de los de otras especies ectotérmicas.

Existen algunos reportes sobre la estacionalidad de la actividad de las enzimas

antioxidantes en invertebrados, (Power y Sheehan, 1996). Estos autores hicieron estudios

mensuales en Mytüus eduiis, encontrando que los antioxidantes y las enzimas se

encuentran en una menor concentración durante los meses de invierno, cuando existe una

acumulación máxima de los productos de lipoperoxidación.

Sin embargo, en otras especies, diversos autores señalan que, en las circunstancias

señaladas en la Tabia 2, se encuentran diferencias en la concentración de antioxidantes

pero no hay daño lipoperoxidativo en los diferentes tejidos estudiados (Ramos 1999;

Hermes-Lima et al., 2001).
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Tabla 2.- Cambios en las defensas antioxidativas de diversos animales sometidos a cambios

ambientales.

ESPECIE SISTEMA ANTIOXIDANTE

Thamnophts sirtalis
Rana sylvatica

CONGELACIÓN
GPx, catalasa
GPx

Thamnophts sirtalis
Rana pipiens
Cyprínus carpió

ANOXIA/HIPOX1A
SOD, GSH
GPx, GST, catalasa
SOD

ESTIVACION
Ótala ladea

Pie
Hepatopáncreas

Helix aspersa máxima

SOD, GST, catalasa
SOD, GPx
SOD

Los resultados de esta tabía se han interpretado bien cómo que no hay formación de ROS,

o como que estos animales poseen defensas antioxidantes suficientes para sobreponerse

a cualquier incremento súbito de ROS durante la reperfusión de oxígeno.

3.5 EFECTOS DE LA LUZ

A la producción de ROS o especies reactivas como resultado de la acción de la luz se le

ha denominado estrés fotooxidativo. La donación de electrones al oxígeno puede ser

resultado tanto de la actividad fotosintética como de la exposición la foto oxidación de

tejidos ricos en pigmentos que pueden llevara cabo reacciones redox (Foyeret al., 1994).

La radiación luminosa activa una cascada de respuestas genéticas al estrés,

probablemente detonando señales de transducción (proteincinasas y fosfatasas) y vías

redox (glutatión-peroxidasa y gfutatión-reductasa) (Papaconstantinou, 1994).

Entre los compuestos biológicos que pueden participar en las reacciones de

fotosensibilización se encuentran la riboflavina, la bilirrubiná, el ratina!, las clorofilas a y

b, y las porfirinas. Cuando estas moléculas son iluminadas con luz de cierta longitud de

onda la absorben, y la molécula pasa a un nivel de excitación durante el cual puede
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transferir la energía a una molécula cercana de O2 y pueden generar 10a, O2~, y H2O2. A

veces se causa daños a la propia molécula fotosensible. {Halliwell y Gutteridge, 1999).

3.6 EL SISTEMA GLUTATION Y SUS FUNCIONES METABÓLICAS

El glutatión reducido {GSH, glutamil-cisteinil-glicina) es la molécula contenedora de tioles

más abundante en todas las células animales. Su participación en la función celular

incluye la detoxificación, el metabolismo peroxidativo y el transporte de aminoácidos

(Kosówer y Kosower, 1978, Anderson y Meister, 1980).

El GSH se sintetiza a partir del L-glutamato, L-cisteína y glicina en dos pasos

consecutivos, catalizados por la y-glutamil-cisteina sinteíasa y Ea glutatión sintetasa. Las

reacciones redox son catalizadas por las enzimas GR y GPx, y la formación de tioésteres

se lleva a cabo a partir de la GT. Una vez sintetizado, el GSH puede ser objeto de

transporte a través de membranas biológicas y formar parte de una complicada red de

transporte interórganos. El GSH sintetizado en hígado se exporta al sistema circulatorio

para abastecer otros tejidos, también el GSSG es liberado en productos como la bilis

(Anderson y Meister, 1980; Anderson, 1989).

Son varios los reportes que apoyan el papel protector del GSH ante la radiación

electromagnética, y en especial la radiación UV y la ionizante, la que como es bien sabido

ocasiona la formación de Oy (Revesz y Malaise, 1983). Aunque el efecto de la radiación

visible en esta respuesta protectora ha sido poco explorada, hay reportes que indican

cambios en la responsividad de este tiol ante la radiación luminosa (James et al., 1994;

Rywkin et al., 1995; Savoure et al., 1996).

La producción del GSH y de las enzimas involucradas en su ciclo redox, la GR y la GPx;

constituye uno de los mecanismos más importantes y eficientes de defensa antioxidativa

de las células. El GSH actúa como un donador de hidrógeno y contribuye en forma directa

e indirecta a la reducción del H2O2 y a la peroxidación lipídica, reacciones que son

catalizadas por la GPx (Jones et al., 1981; Síes, 1985; Wefers y Síes, 1983).

La actividad de GPx se mide indirectamente por medio de una reacción acoplada con la

GR. El producto de la actividad de ambas enzimas se presenta así:
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2GSH + R00H GPx -+ GSSG - H20 + ROH

GSSH + NADPH+H GR -*• 2GSH + NADP*

Cada molécula que es oxidada por la GR corresponde a una molécula de hidroperóxido

(ROOH) reducido por la GPx. Por lo tanto se puede determinar la actividad de esta enzima

midiendo la disminución de la absorbancia del NADPH a 340 nm. La GR cataliza la

reducción del GSSG por NADPH. El papel de la GR es aumentar la disponibilidad de GSH

para su reacción con radicales libres y peróxidos (Bompart et al., 1990).

Como se dijo anteriormente, el GSH juega un papel importante en la transducción de

señales, en la expresión génica y en la apoptosis. Puede detoxificar radicales libres por

vías no enzimáticas, p.e. participa en la detoxificación de drogas con grupos funcionales

que reducen parcialmente al oxígeno molecular. La medición del GSSG es uno de los

mejores marcadores de la generación de oxiradicales de forma droga-dependiente. El

GSH está involucrado en otros procesos metabólicos, como el mantenimiento de

comunicación intercelular, el transporte intracelular del cobre y es un cofactor de enzimas

en diversas vías metabólicas. Participa en la regulación del estado redox de los disulfuros

en las proteínas al igual que otros tioles como la tioredoxina y glutaredoxina. El GSH está

sujeto a control hormonal, y a su vez puede modular la expresión hormonal, al regular el

estado redox de receptores hormonales en la membrana, que contienen grupos tioles o

disulfuros (Spector, 1991; Taylor et al., 1996; Halliwell y Gutteridge, 1998; Dalton et al.,

1999; Gamaley y Klyubin, 1999).

3.7 PARTICIPACIÓN EN LA DESTOXIFICACIÓN

Tanto el GSH como su maquinaria enzimática se encuentran localizados en el

compartimento celular de los animales. Sin embargo, hay evidencias de que GSH puede

actuar en el compartimento extracelular. En los mamíferos se han detectado

concentraciones bajas pero significativas en plasma de GSH {Anderson y Meister, 1980;

Leus et al., 1997). Este GSH podría funcionar manteniendo el estado redox en los tioles
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de las proteínas plasmáticas, así como en la protección contra los radicales libres en los

sitios de inflamación en órganos y sistemas. El órgano principal de exportación de GSH

hacia el plasma es el hígado, en tanto que el riñon se encarga de eliminar este tiol de la

circulación participando en el recambio interórgano. Sin embargo, durante el estrés

oxidativo varios órganos, además del hígado, exhiben un aumento en la liberación de

GSH. Entre estos órganos se encuentran el pulmón, el corazón y el sistema

hematopoyético (Anderson y Meister, 1980; Leus et al., 1997).

El sistema glutatión suele ser la primera línea de defensa contra el daño tisular generado

por electrófilos metabólicos o administrados. La alquilación de los metabolitos

electrófilicos o la reducción de ROS se han considerado como los mecanismos principales

de acción del GSH. La alquilación va seguida de la excreción de los conjugados, cuando

la excreción de GSH supera su producción, hay un daño tisular.

En la oxidación de GSH a GSSG por efecto de fármacos con grupos funcionales, que vía

reacciones enzimáticas pueden transferir 1 ó 2 electrones al oxígeno molecular, se liega

a generar gran cantidad de ROS en tejidos, aún cuando las reductasas continúan activas.

La velocidad de generación de oxiradicales se estima por ios cambios en la velocidad de

flujo del GSSG. (Ziegler, 1991). '

La glutatión transferasa es la enzima más importante en la actividad de reducción de

nitratos orgánicos en el hígado. Los nitratos producen glutatión sulfenil nitrito que

reacciona con otra molécula de GSH para formar GSSG + NO2'+ H+ (Ziegler, 1991).

El aumento en la tasa de liberación de GSH hepático contribuye a la función de protección

al estrés oxidativo en los sitios extrahepáticos. En la rata, al inicio del ejercicio físico hay

un aumento de GSH plasmático en forma simultánea a una disminución de GSH hepático

(Lew et al., 1985). Lo anterior sugiere un abastecimiento de GSH al músculo en estado

de estrés (Lew et al., 1985; Kim, et al., 1996). La disminución de GSH suele corresponder

con aumentos de concentración de GSSG, lo que hace que cambie la relación entre

ambas formas de glutatión, esta relación se ha considerado como un marcador de estrés

oxidativo en diversas especies (Halliwell y Gutteridge, 1998).

23



3.8 EL GSH EN LOS CRUSTÁCEOS

Poco es el trabajo que se ha realizado con crustáceos, aunque los primeros reportes

datan de 1936 (Monier, 1936). Este autor encontró pequeñas concentraciones de GSH y

GSSG en la hemolinfa de la langosta. Recientemente se han observado cambios en las

concentraciones de GSH del hepatopáncreas de P. clarkii expuesto a estrés tóxico (Almar

et al., 1987; Blat et al., 1988; Niesetal., 1991; Almar et al. 1998). La dinámica de este

sistema debe ser un buen indicador de los mecanismos que permiten a este grupo lidiar

con un entorno cambiante.

En nuestro laboratorio, se han documentado diferencias en las concentraciones de GSH

y GSSG en la hemolinfa en respuesta a las condiciones luminosas tanto en esta especie

de acocil como en la especie P. digueti (Prieto-Sagredo, et al., 2000). Lo anterior

demuestra que los acociles son capaces de desarrollar mecanismos antioxidativos como

respuesta a la oxidación producida por luz. Se ha demostrado que la composición de

ácidos grasos en las membranas de las células fotorreceptoras de P. clarkii varía durante

los períodos de estrés térmico o fótico, y existe un incremento de lípidos peroxidados

durante la exposición a luz brillante (Kashiwagi et al., 1997).

En el acocil P. clarkii se ha demostrado un ritmo endógeno de melatonina en el tallo ocular

(Agapito et al.f 1995).EI ritmo endógeno de melatonina en el pollo parece modular ritmos

diarios de GPx y GR. (Pablos et al., 1998). Esta hormona aumenta la actividad de la GPx

en diversos tejidos del pollo. Estos autores reportaron la desaparición de estos ritmos

después de la exposición de los organismos a luz constante durante varios días. Ya hace

tiempo, un grupo mexicano había reportado cambios rítmicos diarios en componentes del

sistema glutatión en la corteza cerebral de rata (Díaz-Muñoz et al., 1985). Otros grupos

han documentado ritmos circadianos en las defensas antioxidativas en vertebrados

{Kolosova et al., 1983; Bridges et al., 1992; Hodoglugil, 1995; ü et al., 1997),

particularmente en el estado de GSH y actividad de SOD en plasma de ratones y ratas.

Sin embargo, y a pesar de su posible correlación con los ritmos endógenos de melatonina,

en el acocil no se han investigado ritmos endógenos en el sistema glutatión.
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4. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACIÓN DEL PROBLEMA

Los organismos recurren a la información fotoperiodica (duración de lafotofase en un ciclo

de 24 h) para el control estacional del desarrollo y la reproducción (Saunders, 1984). Las

respuestas fotoperiódicas de los animales (fotoperiodicidad) son resultado de la

interacción entre el sistema circadiano y los cambios en la duración del día debidos al

movimiento de translación terrestre; este fenómeno es más evidente en las especies

templadas, mientras que en las ecuatoriales la fotoperiodicidad está amortiguada

(Pittendrigh y Minís, 1964; Saunders, 1984; Thomas y Vince-Prue, 1997). Estos cambios

cíclicos en la cantidad de luz, someten a los organismos a estrés fotoxidativo en forma

periódica produciendo cambios en el estado antioxidante de los mismos (Thomas y Vince-

Prue, 1997). La duración de la fotofase se ha considerado como una presión de selección

(Pittendrigh, et al., 1991). Se han reportado cambios estacionales en la concentración de

melatonina, una hormona clave en la respuesta fotoperiodica de ios organismos, y que

actúa también como antioxidante y como modulador de la actividad de las enzimas del

sistema glutatión (Hardeland et al., 1995; Pablos et al., 1998).

En el acocil, un animal nocturno, se ha documentado la existencia de ritmos circadianos

que pueden producir alteraciones en el estado oxidativo interno, originando fluctuaciones

endógenas en los sistemas de defensa antioxidativa (Fingerman 1955; Rice y Armitage,

1974, FanjuI-Moles et al., 1998). En las especies de acocil P. clarkü y P. digueti se han

demostrado cambios interespecíficos en el estado del sistema glutatión relacionados con

la irradiancia y longitud de lafotofase de los ciclos luz-obscuridad. Estos cambios parecen

estar relacionados con las características ecológicas de cada especie y su tolerancia a la

luz(Prieto-Sagredo et a., 2002). Procambarus clarkiies una especie que enfrenta cambios

extremos en la longitud del fotoperiodo (5-22 h) durante el año. En cambio, P. digueti es

una especie cuya distribución ecuatorial, lo somete tan sólo a cambios anuales de 1 h de

diferencia en el fotoperiodo a lo largo del año (Huner, 1988; Fanju I-Moles et al., 1998). Si

ambas especies poseen ritmos circadianos en el ciclo glutatión, probablemente las

características de los parámetros de los ritmos, así como su capacidad de sincronización

presentaran diferencias interespecíftcas.
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5. HIPÓTESIS

1.- Las especies de acocil P. clarkii y P. digueti presentarán ritmos circadianos en las

enzimas y productos del sistema gíutatión.

2.- Debido a las diferencias ecológicas y latitudinales de ambas especies, la manifestación

y sincronización de los ritmos serán distintas. En condiciones de ciclos LO 12:12 que

imitan una fotofase ecuatorial, las dos especies se sincronizarán tanto en baja como en

alta irradiancía. En condición experimental LO 20:4 que imita una fotofase latitudinal,

únicamente P. cfarkii presentará ritmos capaces de sincronizarse. La alta irradiancia

producirá un amortiguamiento en la amplitud de los ritmos;

3.- Las condiciones de alta irradiancia y fotofase larga producirán una mayor foto-

oxidación, por lo que sé espera que se incremente la actividad de las enzimas y cambios

de Jas concentrad oríes de los sustratos/productos. Esto se reflejará en cambios en el

mesor y en la amplitud de los ritmos de los parámetros del sistema gíutatión.

6. OBJETIVOS

General:

Caracterizar los ritmos circadianos en el sistema gíutatión de dos especies de acocil con

diferente distribución latitudinal.

Particulares:

Describir los ritmos endógenos en la actividad enzimática de la GPx y de la GR en el

hepatopáncreas, así como en la concentración de GSH y GSSG en el hepatopáncreas y

en la hemolinfa en cada especie.

Caracterizar, para cada especie, la capacidad de sincronización de estos ritmos en dos

condiciones de ciclos LO con distinta duración de la fotofase y diferente irradiancia.

Analizar las diferencias interespecíficas en los ritmos.
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7. METODOLOGÍA

7.1 ANIMALES

Se utilizaron 150 acociles de la especie Procambarus darkiiy 150 de Procambarusdigueti,

procedentes de Chihuahua (Latitud 27M5' N) y Zamora, Michoacán (Latitud 19°98' N)

respectivamente. Los animales, de ambos sexos, se encontraban en intermuda y eran de

peso y talla homogénea.

Todos se aclimataron a las condiciones de laboratorio por lo menos durante dos semanas

y se mantuvieron en ciclos de 24 h en 12:12 de baja irradiancia, (7:00 h encendido de la

luz), con una temperatura de 20-22°C. Los animales estuvieron en acuarios con filtro

biológico durante dos semanas antes de ser colocados en las condiciones experimentales.

7.2 CUANTIFICACIÓN DE LOS PARÁMETROS LUMINOSOS

En las condiciones experimentales, la duración de la fotofase se fijó en 12 y 20 h. Lo

anterior es el resultado de la siguiente consideración: que la fotofase del verano natural

en la parte central de México es de 13 h y en Chihuahua es dé 16 h, las 20 h de luz

constituyen un fotoperiodo extremo de verano para ambas especies (Fanjul-Moles et al.,

1998). Para cada fotofase se fijaron 2 diferentes valores de irradiancia: alta irradiancia de

2.826 Wm"2 que es un valor cercano al máximo observado para ambas especies al medio

día, al que se le llamó alta irradiancia (Al) y baja irradiancia (Bl) de 0.043 Wm'2 semejante

al de las horas crepusculares. La condición LO 12:12 Bl se consideró como control.

Se utilizaron lámparas de neón controladas por un "timer" con el encendido de luz a las

0700, la irradiancia se calibró con un fotoradiómetro con un sensor esférico submarino

(Licor Models, Li 189, Ll 193SA, Lincoln, Nebraska).
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7.3 DISEÑO EXPERIMENTAL

Se formaron 5 lotes experimentales de 30 animales de cada especie que se sometieron

a las diferentes combinaciones de fotoperiodo e irradiancia durante 14 días (Tabla 3).

1) LO 12.12 (0.043 Wm2) Bl; condición control

2) LO 12.12 Bl y después expuesto a oscuridad constante por 72 h;

3) LO 12:12 (2.8 Wm"2) Al;

4) LO 20:4 Bl;

5) LO 20.4 Al.

Tabla 3. Diseño experimental de fotoperiodo e irradianda.

P. ciarkií (n)

30

30

30

30

30

P. diguetl[n)

30

30

30

30

30

FOTOPERIODO

12:12

0:24

12.12

20:4

20:4

IRRADIANCIA

Bl

OO

Al

Bl

Al

En el día 15 se sacrificaron 5 animales cada 4 h, durante un ciclo de 24 h (0, 4, 8,12,16

y 20 h). Se extrajeron 100 ni de hemolinfa y el hepatopáncreas completo. La hemolinfa se

colocó en ácido tricloroacético (TCA) al 10%, el hepatopáncreas se dividió en mitades

colocando una mitad en 1 mi de buffer de fosfatos con EDTA, pH 8, y la otra mitad en 1

mi de TCA 10%, ambas partes se homogenizaron inmediatamente. Todas las muestras se

congelaron de inmediato hasta el momento en que se realizaron los ensayos bioquímicos.

La influencia de la foto oxidación sobre el sistema glutatión se evaluó relacionando los

cambios en el valor de actividad promedio de las enzimas a lo largo del día, o bien en el

valor de concentración de GSH, GSSG y la relación GSH/GSSG con las condiciones de

luz.
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7.4. CUANTIFICACIÓN DE LOS PARÁMETROS DEL SISTEMA GLUTATIÓN.

CONCENTRACIÓN DE GSH Y DE GSSG (Hissin y Hilf, 1976>.

La determinación confiable de glutatión en muestras biológicas depende en gran medida

del tratamiento apropiado para la muestra. Generalmente la concentración de GSSG es

muy baja comparada a la de GSH. Para prevenir la oxidación artificial del GSH durante

la manipulación de muestras se usan agentes como la N-etilmaleimida (NEM),

2-vinylpiridina (2-VP) o ácido iodoacético (IAA). Se prefiere al NEM debido a su velocidad

de reacción (1 min. vs 20 a 60 del 2-VP o 15 min. del IAA).

El ácido tricloroacético (TCA), metafosfórico, sulfoacílico, pícrico y perclórico se utilizan

en la precipitación de proteínas. La precipitación de proteínas por tratamiento con TCA y

el atrapamiento del GSH con NEM se hizo en forma simultánea, truncando el metabolismo

dei GSSG y la autooxidación del GSH instantáneamente.

Las muestras se descongelaron y se centrifugaron a 3 mil rpm durante 10 min a 4°C y se

realizó la determinación respectiva.

Para ¡a determinación de GSH se tomaran 50 ul de muestra, se añadió 100 ul OPT

(preparada el día del ensayo) el volumen se llevó a 2 mi con buffer de fosfatos con EDTA

pH 8, se incubó durante15 min en oscuridad y se leyó en un fluorómetro calibrado

previamente con una curva control de GSH elaborada el mismo día.

Para la determinación de GSSG se tomaron 50 ul de muestra a los que se añadió 20 ul de

NEM {solución preparada el día del ensayo), y se incubó durante 30 min en oscuridad,

después se añadió 100 ul OPT y el volumen se llevó a 2 mi con NaOH 0.1 M, se incubó

durante 15 min en oscuridad y se leyó en un fluorómetro calibrado previamente con una

curva control de GSSG elaborada el mismo día.
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE GR Y GPx ( Bompart et al., 1990; Paglia y

Valentine, 1969).

Glutatión Reductasa: Se tomaron 30 ul del de hepatopáncreas, se adicionaran 150ul de

agua desionizada, como agente de trabajo 900 ul de GSSG 0.44 mmol/l en buffer de

fosfatos dipotásico 0.1 pH 7.0 EDTA 3 mmol/l y como agente de inició 20 |jl NADPH 3.6

mmol/l I en buffer de fosfatos dipotásico 0.1 pH 7.0 EDTA 3 mmol. Los agentes de trabajo

y de inicio se prepararon siempre el mismo día del ensayo.

Glutatión Peroxidasa: Se tomaron 30 ul del hepatopáncreas, 3 mi de buffer de fosfatos

dipotásico pH 7.4, 50 mmol/l; NaN3,1 mM, y EDTA 1 mM y KCN, GSH 1 mM; NADPH 0.2

mM y GR, 1u/mi unidades (10 mg/ml). Como agente de inicio se utilizaron 30 ul perhidro]

0.25 mM.

Ambos ensayos se leyeron a 340 nm y la actividad de las dos enzimas se expresó como

pmol NADPH oxidado por gramo dé proteína por minuto usando el coeficiente de extinción

del NADPH de 6.2 mM"1cm"1. La concentración de proteínas se determinó de acuerdo al

método de Bradford (1976).

7.5 ANÁLISIS DE DATOS

Con el objeto observar las variaciones temporales de la concentración de GSH, de GSSG

y de la actividad enzimática en un ciclo de 24 h, se elaboraron cronogramas construidos

a partir del valor promedio de los 5 animales sacrificados por hora ± error estándar.

Para estimar el ritmo oircadiano se realizó un análisis de cosinor simple (Halberg et al,

1977; Nelson et al., 1979) con el programa DISPAC (Digital Analysis Applied to

Chronobiology) desarrollado en el Instituto de Fisiología Celular, Universidad Nacional

Autónoma de México (Aguilar-Roblero, etal., 1997) y el programa COSENA (Ana Amelia

Benedito Suva, versión 3.11996). Usando un período de prueba (T), el análisis de Cosinor

ajusta los datos a una onda cosinusoidal y proporciona un dato objetivo al respecto de que

la amplitud del ritmo es diferente de cero, además de proporcionar otros estimadores como

son la acrofase, el mésor la amplitud y el porcentaje de ritmo (PR). La acrofáse es el

tiempo en el que se alcanza la cresta de la función de la curva que mejor ajusta. El mesor
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(M) es el valor alrededor el cuál oscilan los datos, cuando el intervalo de muestreo es

constante, M es igual a la media aritmética de la oscilación rítmica. La definición formal de

M es la media ajustada del ritmo. El período es la duración de un ciclo completo de la

oscilación y se expresa en unidades de tiempo y la amplitud (A) es igual a la mitad de la

diferencia entre los valores máximos y mínimos de la oscilación; PR es e! porcentaje de

los datos incluidos en el límite de confianza de 95% de la función coseno con mejor ajuste

(Reinberg and Smolensky, 1983). Se probaron diferentes períodos para el análisis

temporal de las variable medidas.

Con el objetivo de comparar crestas y valles de las oscilaciones que no fueron

significativas para Cosinor, se realizó la prueba de t de Student. En la descripción de

resultados sólo se mencionan aquellos análisis que resultaron significativos con esta

prueba.

Se computaron análisis de varianza de una y dos vías para determinar posibles diferencias

estadísticas rntra e interespecíficas entre los parámetros del ritmo (mesor).

Para determinar las características de sincronización de los ritmos para cada especie se

utilizó estadística circular, la prueba de Rayteigh y la prueba de V. Estas pruebas arrojan

evidencia significativa del agrupamiento de las fases hacia una dirección predeterminada

(Baschetlet, 1983). A partir de las acrofases (o momentos dados en un fenómeno cíclico)

se calcula un vector medio (r) cuyo tamaño da una indicación de unidireccionalidad. Para

muestras de una distribución uniforme, res pequeña. Si res suficientemente grande la

hipótesis de que hay una distribución aleatoria puede ser rechazada a favor de una

dirección de preferencia (prueba de Rayleigh). Cuando se espera que exista una dirección

preferida (en este caso el encendido o apagado de la luz), se compara esta con r de los

datos. Cuando los ángulos observados y los esperados son semejantes, u es cercana a

1, si son diferentes t/será mucho menor a 1 (prueba de V).

En la figura 1 se resume el diseño experimental, el procesamiento de muestras y el

análisis estadístico de los datos.
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8. RESULTADOS

8.1 CAMBIOS CIRCADIANOS EN LOS PARÁMETROS DEL SISTEMA GLUTATIÓN DE

Procambarus clarkii

Los cronogramas resultantes de los cambios temporales diarios de la actividad enzimática

de la GR y de la GPx, así como el de las concentraciones de GSH y de GSSG y la relación

GSH/GSSG en el hepatopáncreas en condiciones L012:12 con Bl (control) y después de

72 h en oscuridad constante (00) se muestran en la figura 2. En la Tabla 1 se presentan

los resultados del análisis de Cosinor simple. En la condición control la actividad máxima

de ambas enzimas se presentó durante la escotofase (GR, 00 h; GPx, 0400 h) (Fig. 2A).

La GR osciló con un ritmo bimodal, mostrando un segundo pico a las 1200 h, en la

fotpfase; en tanto que la GPx osciló con un ritmo unimodal. El análisis de Cosinor reveló

que las oscilaciones de ambas enzimas tuvieron ritmos significativos en LO (GR x = 12 h;

GPx T = 24 h). Después de que los organismos se mantuvieron en 72 h en 00 , el ritmo

bimodal de GR persistió mostrando un aumento de actividad que se reflejó en el pico de

las 1200 h y aumentó 1.7% por encima del valor encontrado en LO (Fig. 2D). El carácter

cireadiano de este ritmo se hizo evidente debido al cambio de fase del pico de las 00 h,

que mostró un avance de fase de 4 h y cuyo valor aumentó 20% por encima del valor de

LO. En estas condiciones se incrementó también el mesor del ritmo de la GPx aunque su

oscilación se mostró amortiguada. Ambas tuvieron ritmos en 0 0 que se ajustaron a x=24

h, únicamente el ritmo de actividad de la GR fue significativo.

En LO las concentraciones de GSH y de GSSG mostraron oscilaciones amortiguadas, en

las que el pico máximo de GSH a las 0800 (1012.1 ± 333.5 \M) precedió al de GSSG a

las 1600 (347.1 ± 33.83 yM) (Fig. 2B). Sin embargo, después de 72 h en 0 0 (Fig. 2E), el

patrón rítmico cambió y las oscilaciones se hicieron más evidentes mostrando una relación

en espejo. El zenit de la oscilación de la concentración de GSH a las 00 h coincidió con

el nadir de la oscilación del GSSG. El análisis de Cosinor sugirió que el ritmo de GSH

calculado para los animales en LO presentó un ritmo diario con t = 24 h (PR 40.3%,

acrofase a las 18.31 h), mientras que los animales en oscuridad constante presentaron

un ritmo bimodal con x = 12 h (PR 43.7%, acrofase a las 2.61 h).
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Por el contrario, las oscilaciones de GSSG presentaron ritmos bimodales tanto en LO

como en 0 0 (PR47.6%, acrofase en2,4 h; PR38.5%, acrofase6.47 h, respectivamente).

La relación GSH/GSSG osciló con i = 12 h tanto en LO como en 00 (PR 69.5%, acrofase

a las 8.7 h; PR 64.3%, acrofase a las 0.02 h, respectivamente) enfatizando la oscilación

bimodal de estos parámetros (Fig. 2C y F). Las oscilaciones de la relación GSH/GSSG se

encontraron significativas para el Cosinor.

En la figura 3 se presentan los cronogramas de la concentración de GSH y de GSSG y la

relación GSH/GSSG en la hemolinfa. En la Tabla 1 se presentan los resultados del

análisis de Cosinor simple. Estas variables fluctuaron con oscilaciones bimodales diarias

tanto en LO como en 00. Los cronogramas de la concentración de GSH y de GSSG {Fig.

3A y C) muestran la relación temporal de estas oscilaciones en ambas condiciones

experimentales. El análisis de Cosinor sugirió que la concentración de GSH posee ritmos

con T = 12 h en LO y en 0 0 (PR 66.4%, acrofase a las 3.03 h, PR 40.7%, acrofase a las

7.2 h respectivamente), en tanto que para la concentración de GSSG, en LO se encontró

que x = 24 h y en 0 0 1 = 12 h (PR 58.5%, acrofase a las 5.24 h, PR 37.5%, acrofase a las

6.9 h, respectivamente).

En condiciones de luz-oscuridad, la relación GSH/GSSG osciló de forma amortiguada,

mientras que en condición de oscilación espontánea mostró una oscilación robusta con

un patrón unimodal (Fig. 3B y D). El análisis de Cosinor sugirió para la relación

GSH/GSSG en LO una x = 12 h y para 0 0 una x = 24 h (PR 40.2%, acrofase a la 1.79 h,

PR 97.5%, acrofase a las 2.9 h, respectivamente).
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8.2. EFECTOS DEL INCREMENTO EN LA 1RRADIANCIA Y FOTOPERIODO SOBRE

LOS RITMOS EN Procambarus clarkii.

Hepatopáncreas. En LO 12:12 con Al, ambas enzimas presentaron ritmos unimodales y

en fase (Fig. 4A). Cosinor reveló un ritmo significativo de actividad de GR (Tabla 1). En

el fotoperiodo de 20 h, este ritmo se mantuvo unimodal en tanto que el de actividad de la

GPx se mostró bimodal. Estos ritmos, no fueron significativos en el análisis de Cosinor

(Fig. 4D); sin embargo, la prueba de t de Student encontró diferencias significativas entre

la cresta y valle del ritmo en la actividad de ambas enzimas (GR t = 5.9, P < 0.05 y GPx

t = 3.3, P < 0.05). En el fotoperiodo de 20 h con Al, ambas enzimas presentaron ritmos

bimodal es y en fase (Fig. 4G). La primera cresta se presentó en el escotoperiodo a las

0400 h y la segunda a las 2000 h, 12 h después del encendido de la luz. El análisis de

Cosinor no reveló ritmos significativos, pero ia prueba de t de Student mostró diferencias

significativas entre la cresta y valle del ritmo de actividad de la GPx (t = 2.41, P < 0.05).

El ritmo de la concentración del GSH se mantuvo unimodal con cambios en el mesor, y la

concentración del GSSG presentó una oscilación amortiguado con valores de mesor y de

amplitud semejantes a la condición control (Fig. 4B, E y H). E! fotoperiodo de 20 h con Bl

y Al produjo adelantos en la acrofase de! GSH, mientras que el GSSG la mantuvo cerca

de Eas 0400 h. El análisis de Cosinor reveló que la oscilación de la concentración de GSH

en estas condiciones fue significativa con % = 24 h (PR 89.8%, 79% y 90.5%). La prueba

de t de Student mostró diferencias significativas entre la cresta y valle del ritmo de la

concentración de GSSG (t = 3.9, P < 0.05).

La relación GSH/GSSG presentó un ritmo unimodal en las condiciones experimentales

(Fig. 4C, F e I). El análisis de Cosinor mostró que la oscilación en LO 20:4 con Al fue

significativa (i = 24 h, PR 79.7% acrofase a las 16.16 h) (Tabla 1). La prueba de t de

Student reveló diferencias significativas entre la cresta y valle del ritmo de la relación

GSH/GSSG (t = 2.75, P < 0.05) en LO 20:4 con BI.
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Hemolinfa. En el LO 12:12 con Al las concentraciones del GSH y. del GSSG mantuvieron

ritmos bimodales significativos, incrementándose el PR de estos ritmos (GSH x = 12 h, PR

58.9%, F= 19.9, P < 0.05; GSSG x = 12 ht PR 50.8%, F= 25.19, PO.05) (Fig. 5A). Esta

condición afectó al ritmo de la relación GSH/GSSG, el cuál se encontró amortiguado con

decremento del mesor y de la amplitud (Fig. 5B)(Tabla 1).

En la condición LO 20:4 con Bl la concentración de GSH y de GSSG presentaron ritmos

significativos unimodales y bimodales (Fig. 5C) (GSH x = 24 h, PR 82.2%, F= 48.47,

P<0.05; GSSG T = 12 h, PR 79%, F= 39.46, P<0.05). La relación GSH/GSSG osciló con

un ritmo unimodal (Fig. 5D), no significativo para el Cosinor, pero sí para la prueba de t

de Student que reveló diferencias significativas entre la cresta y valle del ritmo (t = 3.8, P

< 0.05).

En la condición LO 20:4 con Al las concentraciones del GSH y del GSSG mostraron

ritmos bimodales y unimodales, en antifase (Fig. 5E), mientras que la relación GSH/GSSG

mostró un ritmo bimodal estadísticamente.signif¡cativo (Fig. 5F). La prueba det de Student

mostró diferencias significativas entre la cresta y valle de los ritmos de la concentración

de! GSH (t = 2.63, P < 0.05) y del GSSG (t = 2.3, P < 0.05).
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TABLA 1. Resultados del análisis de Cosinor simple de los cronogramas de la actividad de GR and GPx

y de concentración de GSH, GSSG y relación de GSH/GSSG en hepatopáncreas y hemolinfa de P.

clarkü bajo las condiciones control y experimentales.

Variable Periodo (h) Mesor (mM) Amplitud (mM) Acrofase fh) PR [%)
12:12 Bl GR*

GPxf
GSH

GSSG
GSH/GSSG"

12
24
24
12
12

375.4± 13.11
405.89 ±13

841.3 ±27.29
269.21 ±7.87
3.55 ±0.118

118.9
70.3

145.23
48.58

1.1

10.5B+0.4
3.3 ± 0.76

18.31+0.42
2.4 ± 0.34
8.7 ± 0.5

66.2
B4.4
40.3
47.6
69.5

72hOO GR""
GPX

. GSH
GSSG

GSWGSSG Tí

24
24
12
12
12

441.93 + 17.78
0.49 + 0.03

210.64 ±39.97
40.73 ± 6.27
6B.1 ± 9.38

182.61
59.3
30.59
34.18
81.67

13.79 + 0.29
8 + 0.76

2.61 ± 0.23
6.47 ± 0.5
0.02 ± 0.43

71,5
57

43.7
38.5
64.3

12:12 Al GR+.
GPx

GSHft
GSSG

GSH/GSSG

24
24
24
12
24

1.03 + 0.22
1.74 ±0.36

1639.64+207.03
271.08+17.8

6.16+1.73

516
625

446.47
21.36
0.63

12.88 ±0.3
13.67 ± 0.63
15.4410.28

2.9 ± 0.5
15.52 + 0.49

88
64.0
89.8
41.2
51.0

20:4 Ll GR
GPx

GSH§
GSSG

GSH/GSSG

12
24

24.5
12
24

0.813 ±0.11
1.208±0.23

515.70+56.23
201.35 ±24.18

3.17 ± 1.05

117
437
94.9

27.39
1.71

0.13± 0.51
11.84+0.76
7.87 ± 0.58
4.35 ± 0.76
12.12 + 0.39

39.3
54.6
79

39.8
62.5

20:4 Hl GR
GPx

GSH ||
GSSG

GSH/GSSGÍl

24
24
24
12
24

1.D8 + 0.2
1.86 ±0.24

633.18 ±94.52
216.45+30.18

2.98 ± 0.51

377
429

204.55
48.19
1.D3

20.22+ 0.76
21,03± 0,71
3.5+0.26

4.14 ± 0.31
16.14 ± 0.25

54
57.1
90.5
63.5
79.7

H
E
M
0
L
1
N
F
A

12:12 Bl

72hOO

12:12 Hl

20:4 Ll

20:4 Hl

GSH::
GSSG

GSH/GSSG
GSH

GSSG
GSH/GSSG:::

GSHf*
GSSG±*

GSH/GSSG
GSH§*

GSSG ]|*
GSH/GSSG

GSH
GSSG

GSH/GSSG T

12
24
12
12
12
24
12
12
24
24
12
24
12
24

11.5

114.37±2.11
50.83 ± 1.26
2.35 ± 0.05
85.5 ± 4.42
14.12 ±0.57
6.4 ± 9.38
69.92 ± 15

178.63 ± 35
0.62 ± 0.47
106.27 ±17
149.51 ± 37
1.22 ±0.34
62.27 ± 12
46.72 + 8

1.75 ± 0.46

19.21
9.69
0.24
28.6
2.8
3.8

34.15
83.66
0.47

21.37
84.57
0.76
18.76
15.3

0.964

3.03 ± 0.4
5.24 ± 0.39
1.79 ±0.42
7.2 ± 0.3

6.9 ±0.33
2.4 ± 0.41
6.47 ± 0.45
3.8B ± 0.33
6.77 ± 0.55
13.3 ±0.38
7.87 + 0.21
14.92 + 0.43
8.8 ± 0.46
4.3 ± 0.76
9.7 + 0.18

66.4
58.5
40.2
40.7
37.5
97.5
58.9
50.8
48.4
B2.2
79

57.5
44.8
54.4
64.7

Los valores son medias ± ES
( P < 0 . 0 5 ) : i F = 20.57;
99.17; || F= 99.07; f F = 41.
39.56; T F = 23.49.

. Los símbolos marcan cuando la amplitud difiere significan ti vamente de cero
20.57; " F =23.93; *** F= 26.37;t*F=23.93 ; í F = 77.21 ; t t F =92.76; § F =
1 1 ; : : F= 20.73;::: F=409.2B; f* F =19.9; +.* F = 25.19; § ' F = 48.47; ||* F =
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8.3 CAMBIOS CIRCADIANOS EN LOS PARÁMETROS DEL SISTEMA GLUTATIÓN DE

Procambarus digueti

En la figura 6 se presentan los cronogramas resultantes de los cambios temporales diarios

en la actividad enzimática de la GR, GPx, la concentración de GSH, del GSSG y la

relación GSH/GSSG, en hepatopáncreas.

En la condición LO 12:12 con BI (control) la actividad máxima de ambas enzimas se

presentó en el escotoperiodo (GR 0400 h; GPx 0000 h) (Fig. 6A). La actividad de la GR

osciló de manera bimodal con una segunda cresta a las 1200 h, en cambio la de la GPx

muestra una oscilación unimodaí. Después de permanecer durante 72 h en OO, Ea

actividad de la GR se presenta unimodaí, con la cresta a las 1600 h, un valor del doble del

encontrado en LO. La actividad de la GPx presentó un evidente ritmo unimodaí con el

zenit a las 1200 h y el nadir a las 2400 h; en este caso, el mesor de la oscilación se

duplicó (Fig. 6D),

Las concentraciones del GSH y del GSSG presentaron oscilaciones bimodales en LO con

los pieos a las 0400 y 2000 h (Fig. 6B). En OO la concentración del GSH mostró un ritmo

unimodaí con el valor máximo a las 0400 h y la del GSSG mantuvo el carácter bimodai con

los picos máximos a las 0400 y 2000 h. (Fig. 6E). Esto originó que la relación GSH/GSSG

se mostrara bimodal en LO y OO (Fig. 6C y F) con los picos a las 1200 y 2000 en LO y 12-

1600 y 0000 h en OO.

En la figura 7 se presentan los cronogramas resultantes de los cambios temporales en la

concentración de GSH, de GSSG y de la relación GSH/GSSG en la hemolinfa. El GSH

presentó oscilaciones bimodales en LO y en OO con los picos a las 0400 y 2000 h (Fig.

7A y C) duplicando el valor de mesor y triplicando la amplitud. La concentración del GSSG

mostró un ritmo con carácter bimodal en LO y OO, con los máximos en LO a las 1200 y

2000 h; y en OO a las 00 y 1600 h. La relación GSH/GSSG se presentó unimodai en LO

con la acrofase en la escotofase (0400 h) y bimodal en OO con máximos a las 0800 y

1600 h. También en este ritmo se incrementa el mesor.
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El análisis de Cosinor reveló que únicamente el ritmo de la actividad de la GPx se ajustó

a x = 24 h con una amplitud significativa (PR = 73%, F = 28.8). Los resultados de este

análisis se muestran en la Tabla 2.

8.4. EFECTOS DEL INCREMENTO EN LA IRRADIANCIA Y FOTOPERIODO SOBRE

LOS RITMOS EN Procambarus digueti

En la figura 8 y en la 9 se comparan los efectos del incremento en la irradiancia y del

fotoperiodo sobre los ritmos del sistema glutatión en hepatopáncreas y en hemolinfa.

En la Tabla 2 se presentan los resultados del análisis de Cosinor de las condiciones LO

12:12 con Al, LO 20:4 con Bl y LO 20:4 con AI.

Hepatopáncreas. En condición L012:12 con Al, la oscilación de actividad de la GR mostró

un patrón bimodal mientras que la de la GPx lo mostró unimodal, ambas oscilaciones

presentaron la cresta durante el fotoperiodo {14 y 16 h, respectivamente){Fig. 8A). A pesar

de que estos ritmos presentaron PR altos, estos no fueron significativos para Cosinor (GR

PR=51.2% y GPx PR= 64.2%)(Tabla 2).

En el fotoperiodo de 20 h con Bl y Al ambas enzimas mostraron oscilaciones en fase, con

las acrofases en el fotoperiodo. Hay un aumento en la amplitud y del PR al compararlo

con las condiciones experimentales anteriores (GR PR=92.4% y 89.4; GPx PR=96.7% y

71%, respectivamente) (Fig. 8 D y G).

En LO 12:12 con Al la concentración del GSH y la del GSSG presentaron oscilaciones

bimodales y unimodales, (Fig. 8B) con valores semejantes a los de la condición control,

aunque no estadísticamente significativos para Cosinor. Sin embargo, la prueba de t de

Student reveló diferencias significativas entre cresta y valle de la oscilación de la

concentración del GSH (t=5.24, PO.05).

En las condiciones de fotoperiodo de 20 h con Bl (Fig 8E), las dos formas de glutatión

presentaron oscilaciones amortiguadas no significativas. En la condición LO 20:4 con Al,

tanto como el GSH como el GSSG presentaron oscilaciones robustas con acrofases

cercanas y el mayor PR de todas las condiciones experimentales (GSH PR=93.9%,

acrofase a las 23.66 h y GSSG PR= 71.3%, acrofase a las 0.7 h) (Fig 8H) (Tabla 2).
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La relación GSH/GSSG mostró un ritmo bimodal que mantuvo las crestas a las 1200 y a

las 2000 h en LO 12:12 eon Al y en 20:4 Bl {Fig. 8B y F). En LO 20:4 con Al el ritmo de la

relación GSH/GSSG presentó un adelanto de fase de 4 h. Aunque este ritmo no fue

significativo para Cosinor pero si lo fue para la prueba de t de Student (12:12 con Al

T=2.48, P<0.05, y 20:4 con Bl x=3.85, PO.05).

Hemolinfa. Las oscilaciones de la concentración de ambas formas de glutatión fueron

bimodales tanto en LO 12:12 con Al como en LO 20:4 con Bl {Fig. 9Ay C). En LO 20:4 con

Al estas oscilaciones fueron unimodales. El análisis de Cosinor reveló ritmos significativos

con i = 12 h y 24 h (Tabla 2). La relación GSH/GSSG presentó un ritmo unimodal tanto en

LO 12:12 con At como en LO 20:4 con Bl (Fig. 9B y D), en está última condición el ritmo

se ajustó a i = 24 h y PR = 99.4% (Tabla 2). Nótese que en LO 20:4 con Al esta oscilación

se amortiguó hasta desaparecer (Fig. 9 F). En esta condición los valores de GSSG están

por arriba de los valores de GSH, lo que resulta en que la relación GSH/GSSG presentó

una amplitud mínima (Tabla 2).
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TABLA 2. Resultados de! análisis de Cosinor simple de los cronogramas de la actividad de GR and GPx y

de concentración de GSH, GSSG y relación de GSH/GSSG en hepatopáncreas y hemolinfa de P. digueti bajo

las condiciones control y experimentales.

Variable Periodo (h) Mesor (mM) Amplitud (mM) Acrofase (h) PR (%)

H
E-
P
A
T
O
P
A
N
G

R
E
A
S

1 —i

12:12 Bl

72 OO

12:12 Al

20:4 Bl

20:4 Al

12:12 Bl

GR
GPx§
GSH
GSSG

GSH/GSSG
GR

GPx ||
GSH

GSSG
GSH/GSSG

GR
GPx
GSH

GSSG
GSH/GSSG

G R f
GPx±
GSH

GSSG
GSH/GSSG

GRU
GPxtt
GSH IIH

GSSG U1I
GSH/GSSG

GSHf
GSSG

GSH/GSSG

12
24
24
12
12
24
24
24
24
24
24
24
24
12
24
24"
24
12
12
24
24
24
24
24
24
12
24
24

0.91 ±0.10
1.22 ±0.85

1000.04 ±74.2
348,32 ±20.1
2.96 ± 0.22
1.70 ±0.10
2.18 ±0.39

1464.13 ±107.3
438 ±151.15

4.92 ± D.8
0.72 ±0.16
0.77 ± 0.69

1111.26 ±138
358.19 ± 18
3.28 ± 0.5

0.977 ± 0.12
1.37 ±0.18
757.51 ± 38
176.1 ± 12
3.12 ± 0.4
0.71 ±0.15
1.25 ±0.18

1426.08 ±195
327.08 ± 41
4.78 ± 0.6

110.214 ±7.15
81.24 ±14.31
2.01 ±0.58

482.53
336

131.0
36.97
0.268
418.26

698
221.32
239.0
1.04

189.26
134.7

242.27
30.47
0.74

321.28
217

59.75
18.5
0.68

365.187
385

505.86
79.86
0.85
15778
22.7
1.07

1.8 ±0.33
0.8 ±0.16

15.55 ±0.68
3.5 ± 0.31
9.88 ± 0.4
12.3 ±0.8
13.8 ±0.15

23.43 ± 0.78
21.9 ±0.73
11.24 ±0.31
14.1 ± 0.83

16 ±0.9
16.6 ± 0.66
1.99 ±0.41
17.5 ±0.2

3.47 ± 3.06
8.1 ± 0.23
8.8 ± 0.35
3.3 ± 0.8

14.41 ±0.45
13.16 ±0.75

10 ±0.53
23.66 ±0.15
0.7 ± 0.53
20 ± 0.54

23.4 ± 0.51
17.2 ±0.85
4.47 ± 0.31

60.7
74.0
61.3
66

40.0
51.7
96.2
53.4
56.0
36.4
51.2
64.2
61.3
50.3
40.9
92.4
96.7
58.7
38.3
54.
89.4
71

96.9
71.3
46.1
75.9
47.1
60.1

H
E
M
O
L
I
N
F
A

72 OO

12:12 Al

20:4 Bl

20:4 Al

GSH
GSSG ±*

GSH/GSSG
GSH tt*

GSSG $$*
GSH/GSSG .

GSH
GSSG §*

GSH/GSSG ||*
GSH T

GSSG§§*
GSH/GSSG*

24
24
24
12
12

- 24
24
24
24
24
24
24

207.57 ± 28.62
106.97 ±43.82

3.81 ± 1.2
112.28 ±14
131.73 ±18
1.76 ±0.13

58 ± 6
58.89 ± 24
2.62 ± 0.8
48.15 ±14
109.75*18
0.54 ±0.13

48.34
88.71
1.36

36.61
48.62
1.006
9.8

45.57
2.12
30

47.28
0.21

5.23 ± 1
2.39±0.5

13.2 ±0.55
9.71 ±0.3

8 ±0.3
3.5 ±0.21
5.23 ± 0.95
2.39 ±0.53

20.75 ± 0.04
4.2 ± 0.48
1.08 ±0.25
8.1 ± 0.46

40.7
73.3
45.2
66.4
67.1
51.1
43.2
71.2
99.4
75.2
91.3
55.1

Los valores son medias ± ES. Los símbolos marcan cuando la amplitud difiere significantivamente de cero
(P < 0.05): § F =254.47; \[ F = 264.34; f F = 126.8; $ F = 29.91; fl F = 88.68; f t F = 26.12; |]|| F = 31.83; ffif
F = 26.11; t " F = 33.11; $* F = 28.85; t t * F =20.7; # ' F =21.42, §* F =25.92; ||* F =98.63; Y F =31.83; §§*
F= 110.4.
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8.5 DIFERENCIAS INTERESPECÍFICAS

8.5.1 DIFERENCIAS EN MESOR, AMPLITUD Y PORCENTAJE DE RITMO

La figura 11 muestra la foto-reactividad de! sistema glutatión en hepatopáncreas de P.

c/arW/y de P. digueti. En la primera especie, la actividad enzimática del sistema {Fig. 10A

y B) aumentó debido al incremento de la irradiancia y al alargamiento del fotoperiodo,

como indica el aumento del valor del mesor de los ritmos con respecto al control {GR F =

5.41, P < 0.05 y GPx F = 12.47, P < 0.05). Los cambios en la amplitud y en el PR no fueron

paralelos a los observados en el mesor (Tabla 1), las enzimas aumentaron su amplitud en

condiciones de alta irradiancia, y el PR disminuyó con el fotoperiodo largo.

Los cambios producidos por la luz en los ritmos de la actividad enzimática no se reflejaron

en los parámetros de los ritmos de concentración de los productos (y/o sustratos) (Fig. 10C

y D). Los parámetros luminosos afectaron al del GSH, que mostró diferencias significativas

en L012:12 Al, condición en la que duplicaron los valores del mesor (F = 18.7, P < 0.05)

aunque no produjeron cambios significativos en el ritmo de concentración del GSSG.

El efecto del fotoperiodo y la irradiancia sobre ios ritmos del GSH y del GSSG se reflejó

en el aumento del mesor del ritmo de la relación GSH/GSSG (Fig. 10E) en la condición LO

12:12 con Al. Esta fue la única condición en que el ANOVA de dos vías detectó diferencias

estadísticamente significativas con respecto a las otras condiciones LO (F = 5.2, P < 0.05).

La amplitud y el PR del GSH aumentaron con los aumentos de irradiancia y longitud del

fotoperiodo (Tabla 1).

En el hepatopáncreas de P. digueti (Fig.10F-l), el aumento en la irradiancia produjo un

decremento en el mesor y en la amplitud de los ritmos de la actividad enzimática (Fig. 10F-

G). El mesor del ritmo de la actividad de la GR no presentó diferencias estadísticamente

significativas en relación con el control, en tanto que el mesor de la GPx disminuyó

significativamente en LO 12:12 con Al (F = 9.46, P< 0.05).

Únicamente la condición LO 20:4 con Bl produjo un decremento estadísticamente

significativo en el mesor de los ritmos de la concentración de los productos (GSH F = 9.13,

P<0.05y GSSG F = 10.46, P<0.05)(Fig. 10H-Í).
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Figura 11.- Comparación de los valores de mesor de los parámetros del sistema glutatión en
hepatopáncreas de P. darkii y de P. digueti en en las diferentes condiciones LO. Letras diferentes
indican diferencias significativas intraespecíficas y los astericos indican diferencias significativas
interespecíficas comparando las mismas condiciones LO.
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En LO 20:4 Al, se incrementó significativamente el valor del mesor del ritmo de la relación
GSH/GSSG (F = 5.3533, P < 0.05) (Fig. 10J).

La amplitud de los ritmos de las enzimas y de los sustratos tendió a incrementar al

aumentar la irradiancla y el fotoperiodo de manera semejante al aumento en el PR (Tabla

En la hemolinfa de P. clarkii tanto la concentración del GSH (Fig. 11 A) como l a del GSSG

(Fig. 11B) no parecen ser consecuencia de los cambios metabólicos del sistema en el

hepatopancreas. El aumento de la irradiancia disminuyó el valor del mesor de la

concentración del GSH (F = 21.86, P < 0.05), mientras que el mesor del ritmo de

concentración del GSSG aumentó en LO 12:12 Al y 20:4 Bl (F = 20 33 P < 0 05) La

amplitud del ritmo de la concentración GSH se mantuvo sin cambio bajo las condiciones

LO, reentras que el de GSSG aumentó su amplitud en LO 12:12 Al y 20:4 Bl y la relación

GSH/GSSG tiendió a aumentar la amplitud y el PR de su oscilación con el fotoperlodo

largo (Tabla 1).

En la hemolinfa de P. digueti el alargamiento del fotoperiodo produjo un decremento en el

mesor del ntmo de concentración del GSH (Fig. 11D), (GSH F = 30.31, P < o 05) en tanto

que el mesor del ritmo de la concentración del GSSG no presentó diferencias significativas

(Fig. 11E). La disminución del GSH se reflejó en el mesor del ritmo de la relación de

GSH/GSSG que mostró diferencias estadísticamente significativas en la condición LO 204

con Al (F = 7.02, P < 0.05). Los ritmos de GSH y de GSSG tendieron a aumentar su

amphtud en las condiciones LO experimentales con respecto a la amplitud de la condición

control aunque la amplitud del ritmo de la relación GSH/GSSG disminuyó particularmente

en LO 20:4 Al (Tabla 2)

En las condiciones de OO en P. digueti se encontró que el valor de mesor de la actividad

en fá t i ca y de GSH y GSSG tanto en hepatopáncreas como en hemolinfa fue mayor que

en P. clarkn. El mesor de la relación GSH/GSSG de ambos tejidos fue menor en P. digueti

que en P. clarhii (en hepatopáncreas: GR F = 21.54, GPx F = 49.85; GSH F = 150 81-

GSSG F = 11.89; relación GSH/GSSG F = 21.54; hemolinfa: GSH F = 14.73' GSSG F =

8.17; relación GSH/GSSG F = 5.19, en todos los casos PO.01).
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bajo condiciones de LO semejantes.

53



En la condición control (LO 12:12 con Bl) los hepatocítos de P. digueti parecen trabajar a

niveles enzimáticos mas elevados que los de P. clarkii (el doble de actividad de GR y el

triple de GPx que en P. clarkii), lo que se refleja en una concentración mayor de GSSG

tanto en el hepatopáncreas como la hemolinfa e indican un estado de oxidación mayor en

esta especie (GR F = 2878, P < 0.05 y GPx F = 122.89, P < 0.05; GSSG de

hepatopáncreas F = 5.21, P < 0.05, y de hemolinfa F = 8.54, p < 0.05). Sin embargo el

mesor de la relación GSH/GSSG en los tejidos de ambas especies no mostró diferencias

significativas.

Al incrementar Ea irradiancia, el hepatopáncreas de P. clarkii presentó una capacidad

antioxidativa mayor que P. digueti como lo indican los aumentos en el valor de mesor de

los ritmos de actividad enzimática (GR y GPX), y la relación GSH/GSSG, y valores

menores en el mesor del ritmo de concentración de GSSG (GPx F = 10.98, P < 0.05; GSH

F = 7.65, P < 0.05; relación GSH/GSSG F = 12.37, P < 0.05; GSSG F = 20.64, P < 0.05).

Sin embargo, las oscilaciones de la hemolinfa parecen reflejar un estado de oxidación

mayor en esta especie que en P. digueti como lo indican menor valor del mesor de los

ritmos de la concentración del GSH (F = 5.06, P < 0.05) y de la relación GSH/GSSG.

Ante la condición LO 20:4 con Bl, el sistema glutatión del hepatopáncreas de ambas

especies presentó valores similares de mesor para todos los ritmos estudiados excepto el

ritmo de la concentración del GSH, que fue menor en P. clarkii (F = 24.4, P < 0.05). En la

hemolinfa de esta especie el mesor de la concentración de ambos productos fue menor

que el valor obtenido para P. digueti pero el mesor del ritmo de la relación GSH/GSSG fue

mayor (GSH F = 30.05, P < 0.05; GSSG F = 4.88, P < 0.05, relación GSH/GSSG F = 5.04,

P<0.05).

Al incrementar la longitud del fotoperiodo y la irradiancia (LO 20:4 con Al) el

hepatopáncreas de P. clarkii aparentemente presentó una mayor capacidad antioxidativa

que P. digueti, mostrando una mayor actividad enzimática, (GR F = 5.9, P < 0.05; GPx F

= 6.73, P < 0.05) con un valor del mesor de las concentraciones de GSH y de la relación

de GSH/GSSG menores en P. clarkii (F = 21.2, P < 0.05 y F = 7.8, P < 0.05). Esta

diferencias se presentaron en sentido opuesto en la hemolinfa. En este tejido, P, clarkii
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presentó un valor de mesor menor en la concentración de GSSG en tanto que el de la

relación GSH/GSSG fue mayor (GSSG F = 17.0, P < 0.05; relación GSH/GSSG F = 10.17,

P < 0.05).

En ambas especies se encontraron oscilaciones en condiciones de oscuridad constante,

pero la significación estadística de estos ritmos fue diferente. Procambarus clarkii presentó

ritmos significativos en los parámetros reductores del sistema glutatión, como son los

ritmos de actividad de GR y de concentración de GSH en hepatopáncreas, en tanto que

P. digueti los mostró en la fase oxidativa del mismo (ritmos de actividad de GPx en

hepatopáncreas y GSSG en hemolinfa).

8.4.2 ORDEN TEMPORAL INTERNO DEL SISTEMA GLUTATIÓN

En la figura 12 se presentan las acrofases de los parámetros del sistema de glutatión de

ambas especies de acocil en las condiciones LO control y experimentales donde se

observan las diferencias interéspecíficas en el orden temporal de este sistema.

Después de 72 h en 0 0 (Fig. 12A y F) los ritmos de las enzimas establecieron ángulos de

fase diferentes en cada especie: P. clarkii 2 h y P. digueti 6 h. Los ángulos de fase que

establecieron las enzimas con su sustrato fueron parecidos cada especie: en P, clarkii y

GR-GSSG ~ 6 h y v GPX-GSH = 5 h; mientras que en P. digueti y 0MSSG = 10 h, y y GPX.GSH= 10

h. En cambio, los ángulos de fase entre las enzimas y sus productos fueron: \j/ GR.GSH = 12

h en las dos especies, pero en P. clarkii y GPX-GSSG = 2 h y en P. digueti y GPX-GSSG = 8 h.

En P. clarkii el sistema glutatión en LO 12:12 Bl y Al (Fig. 12B y C) se agrupó cerca del

encendido de la luz mediante avances y atrasos de fase [U = 1.66; PO.Q5; U = 1.64,

PO.05, respectivamente). Puede observarse en que aún al foíoperiodo largo hay un

agrupamiento en torno a la escotofase, ya sea con el encendido o el apagado de la luz [V

= 1.65, P<0.05 en ambas condiciones)(Fig. 12D y E).

El sistema glutatión de P. digueti no parece presentar una dirección de preferencia en las

condiciones LO (Fig. 12G-J) excepto en LO 20:4 Bl cuando las acrofases se agruparon en

torno a la escotofase (U = 2.08, PO.05) (Fig. 121). Estos resultados demuestran que tanto

en condiciones control y experimentales las acrofases del sistema en P. clarkii tienen una

distribución unimodal (P<0.05) mientras que en P. digueti la distribución es aleatoria.
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10. DISCUSIÓN

Los resultados de esta tesis indican la presencia de oscilaciones circadianas en el

sistema glutatión del acocil de las dos especies estudiadas. De acuerdo con el nivel de

significación estadística señalado por Cosinor después de 72 hr en oscilación libre, tanto

los ritmos de la actividad de la GR en hepatopáncreas y de la relación GSH/GSSG en este

tejido y en la hemolinfa, se pueden considerar ritmos circadianos en P. clarkii. Mientras

que en P. digueti los ritmos de la actividad de GPx y la concentración de GSSG en

hemolinfa son endógenos. El que se encontraran ritmos endógenos en la actividad de las

enzimas del sistema en los acociles sugiere que el sistema glutatión del hepatopáncreas

está acoplado al reloj circadiano.

Esta diferencia interespecífica en la expresión de los ritmos se hace evidente al estudiar

los cambios de las oscilaciones en los parámetros de los ritmos del sistema glutatión

(observadas tanto en hepatopáncreas como en hemolinfa) bajo las condiciones

experimentales de irradiancia y longitud del fotoperiodo. Estos parámetros: mesor,

amplitud y PR, son parámetros rítmicos complejos y tienen un significado funcional

importante.

El mesor representa el promedio de las concentraciones de los sustratos y la actividad

enzimática del sistema a lo largo del día, es decir es la media de la oscilación (Halberg

et. al, 1977;ReinbergySmolensky, 1993). En el hepatopáncreas de P. darkii, la actividad

de ambas enzimas y la concentración del GSH se incrementaron al alargar el fotoperiodo

y aumentar la irradiancia (Fig. 11A-C). En la hemolinfa el incremento en irradiancia

produjo una disminución en el mesor de la concentración de GSH, y las condiciones LO

12:12 con Al y 20:4 con Bl aumentaron el del GSSG (Fig. 12A y B)

El hepatopáncreas de P. digueti parece tener una menor capacidad de respuesta ante el

aumento en la cantidad de luz, ya que no presenta cambios significativos en el mesor de

la actividad enzimática (Fig.11F y G). En la hemolinfa se observó una disminución del

mesor de la concentración de GSH asociada al alargamiento del fotoperiodo, y un

aumento en la del GSSG asociada al aumento en la irradiancia (Fig. 12D y E).
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Estos resultados, aunque obtenidos con diferentes protocolos experimentales, parecen

corroborar resultados de trabajos previos de nuestro laboratorio (Prieto-Sagredo et al.,

2000) en los que el sistema glutatión de P. clarkii fue más reactivo a la ¡(radiancia que a

la longitud del fotoperiodo y P. digueti presentó una mayor reactividad ante este último

parámetro luminoso, el que indujo decrementos en la actividad enzimática de la GR

hepática.

La amplitud es un parámetro rítmico que indica el grado de acoplamiento del reloj

circadiano con los efectores del mismo. La significancia estadística de un ritmo analizado

mediante Cosinor se basa en que la amplitud del ritmo difiera en forma estadísticamente

significativa del valor cero, y que la oscilación tenga un ajuste significativo a una onda

coseno (Halberg et. al, 1977; Reinberg y Smolensky, 1993), Los resultados de este trabajo

reportan un número mayor de ritmos significativos en P. clarkiique en P. digueti, tanto en

condiciones control como de oscuridad constante (Tablas 4 y 5).

En P. elarkiítodas las oscilaciones de los parámetros del ciclo glutatión se amortiguaron

al aumentar la intensidad y la cantidad de la luz, como se espera de un ritmo circadiano

en un organismos nocturno (Aschoff, 1981). En hepatopáncreas los diferentes parámetros

del ciclo glutatión presentaron porcentajes de ritmo mayores a 40% y en hemolinfa

mayores a 50% aunque no todos presentaron una amplitud estadísticamente significativa.

El aumento en la intensidad y la duración de la fase luminosa del ciclo externo produjo en

P. digueti un incremento en la amplitud y el PR de los ritmos del sistema giutatión. Esta

especie parece requerir de una mayor cantidad de luz para la expresión de la ritmicidad

antioxidativa, lo anterior fue más evidente en la condición LO 20:4 con Al. El incremento

de la ritmicidad en dicha condición podría ser el resultado de que el sistema glutatión

responda directamente a la luz, lo que indicaría que hay un fenómeno de

enmascaramiento: el efecto cíclico de las condiciones LO produce cambios periódicos en

la foto-oxidación y, por ende, una respuesta antioxidativa diaria.

Otra diferencia interespecífica de los ritmos del sistema glutatión se encuentra en el orden

temporal interno de este sistema. Si bien en ambas especies se observó que la relación

de fase entre enzimas y sustratos o productos varió en cada condición experimental, el
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análisis estadístico encontró que en P. clarkü las acrofases del sistema tendieron a

agruparse hacia el encendido o el apagado de las luces (Fig. 12 B-E). La relación de fase

de estos ritmos con el apagado de la luz parece conservarse lo que indica sincronización.

Esto es apoyado por otros resultados obtenidos en el laboratorio (Durán-Lizarraga et. al,.

2001) que indican que en esta especie, las variables de) sistema glutatión con ritmos

endógenos presentan control de fase. En P digueti las acrofases se encontraron

distribuidas al azar, excepto en la condición LO 20:4 Bl cuando todas se encontraron

asociadas a la escotofase (Fig 12G-I). Nuevamente, esto apoya la posibilidad de que en

esta especie haya enmascaramiento en estas condiciones luminosas. Lo anterior sugiere

la posibilidad de que el acoplamiento entre el sistema glutatión y el sistema circadiano

en P. darkii sea mayor que en P. digueti.

Los resultados de este trabajo se ven reforzados por trabajos previos en otras especies.

Las relaciones de fase entre la GR, la GPx y el GSH del hepatopáncreas encontradas en

las condiciones control en P. clarkii son semejantes a las encontradas por Díaz-Muñoz et

al. (1985) y Hodoglugíl et al. (1995), aunque en otros reportes (Kolosova et al., 1983;

Bridges et al., 1992) no se encuentra una relación de fase coherente entre la actividad de

las enzimas y ninguno de sus productos y sustratos. Estos autores explican lo anterior

argumentando que la participación de las enzimas de síntesis del GSH, así como las vías

en la que está involucrado este tripéptido, son numerosas, lo que hace que las relaciones

temporales sean poco aparentes.

Las diferencias encontradas en las características de los parámetros rítmicos en los dos

sistemas estudiados, hepatopáncreas y hemolinfa, sugieren diferencias en el grado de

acoplamiento de ambos sistemas oscilatorios al reloj circadiano, y quizá del papel de

estos órganos en el sistema circadiano del acocil. Aunque especulativo, podríamos

proponer al hepatopáncreas como un verdadero oscilador acoplado al reloj, en tanto que

la hemolinfa podría considerarse como una salida pasiva, tanto de este oscilador como

de otros posibles osciladores del sistema glutatión, entre los cuales se contarían; entre

otros; los sistemas oscilatorios del cerebro, la retina y el lóbulo óptico. Estas estructuras

del sistema nervioso, que podrían estar produciendo GSH y las enzimas relacionadas con
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él, han sido propuestas como marcapasos para el acocil (Page y Larimer, 1972; Barrera

y Block, 1990). Esta interpretación no descarta la posibilidad de que el hepatopáncreas

sea un sistema marcapaso como se ha reportado recientemente en los mamíferos

(Stokkan et al., 2001; Escobar, et al., 2001).

Esta tesis es el primer estudio comparativo de los ritmos circadianos y sistemas

antioxidantes en invertebrados. Previamente, se habían reportado cambios en los

sistemas antioxidantes de invertebrados y de vertebrados inferiores relacionados con

fenómenos estacionales en nivel de actividad, hipometabolismo y disponibilidad de

oxígeno (Dykens y Shick, 1988; Hermes-Lima y Storey, 1995a; Hermes-Lima y Storey,

1995b, Power y Sheehan, 1996; Hermes-Lima et al, 1998;Joan¡sse y Storey, 1996;

Joanisse y Storey, 1998; Pannunzio y Storey, 1998, Ramos 1999; Hermes-Lima et al.,

2001). Los cambios reportados en los diversos sistemas antioxidantes son semejantes en

invertebrados y en vertebrados inferiores que enfrentan variaciones estacionales en la

disponibilidad de oxígeno y son diferentes a las que se presentan en los sistemas de

mamíferos y aves (Hermes-Lima et al., 2001; Tedien, etal., 2001; Drewet. al., 2001).

Las dos especies estudiadas en esta tesis, tienen estrategias diferentes para enfrentar

el estrés foto-oxidativo que imponen los ciclos luminosos. Esta estrategias pueden

agruparse entre las que presentan los invertebrados y vertebrados inferiores expuestos

a cambios estacionales relacionados con las defensas antioxidantes. Procambarusdarkü

entra dentro del grupo de especies que presentan preparación para el estrés oxidativo.

En este grupo se encuentran organismos que desarrollan hipometabolismo durante los

meses de verano, como la estivación (fotoperiodo largo) o durante meses de escasez de

alimento en el invierno, como la hibernación (fotoperiodo corto). En estos organismos se

incrementan las defensas antioxidativas, particularmente la actividad de las enzimas

durante los estados hipometabólicos, como en Rana pipiens, R. sylvatica, Utiorína littorea,

Ótala láctea, Hefix aspersa {Hermes-Lima et al., 2001). Se ha demostrado que el acocil

P. ciarkiies capaz de entrar en estados hipometabólicos en condiciones de iluminación

semejantes a ios usados en este trabajo (Fanjul-Moles etai., 1998).
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Procambarus digueti no tiene esta capacidad y entra dentro del grupo que mantiene los

niveles de actividad de las enzimas antioxidantes elevados de forma permanente como

Trachemys scrípta elegans (Hermes-Lima et al., 2001).

En esta tesis se demuestra que en los tejidos de invertebrados hay una regulación de la

relación del GSH/GSSG como se ha demostrado en mamíferos [Taylor et al., 1996). La

relación GSH/GSSG es una variable que representa el balance entre antioxidantes y pro-

oxidantes, GSH y GSSG respectivamente (Halliwell y Gutteridge, 1999). En los resultados

de este estudio, encontramos que en ambas especies se mantiene este parámetro

constante en hepatopáncreas en las condiciones LO, excepto en la situación en que este

parámetro en hemolinfa muestra los valores mínimos y el en hepatopáncreas los valores

máximos (12:12 con Al en P. clarkii y LO 20:4 con Bl en P. digueti)(F\Q 6C y 7B de P.

clarkii y 81 y 9F de P. digueti). Proponemos la posibilidad de que el desbalance de la

relación GSH/GSSG en la hemolinfa, sea una señal similar a la que producen las

hormonas, la alimentación, y el estrés; señales que actúan estimulando la producción y

liberación hepática de GSH hacia la sangre en los mamíferos (Taylor et al., 1996). Otra

posibilidad, es que este desbalance entre antioxidantes y prooxidantes sea debido a que

la producción de GSSG exceda la capacidad reductora de la GR sea excretado

activamente (Ziegler, 1996).

Al igual que en reportes anteriores (Prieto-Sagredo et al., 2000), los resultados de este

trabajo confirman que son las condiciones de 12:12 con Al y de 20:4 con Al las que más

afectan a la relación GSH/GSSG en hemolinfa de P. clarkii y P. digueti, respectivamente.

En estas mismas condiciones se ha reportado disminución en la actividad locomotora y

en el consumo de oxígeno, así como un incremento en la concentración de lactato en la

hemolinfa (FanjuI-Moles et al.,1998).

En P. clarkii, los ritmos encontrados bajo condiciones control y después de 72 h en OO,

en particular los de la relación GSH/GSSG de la hemolinfa y del hepatopáncreas, podrían

estar relacionados con la actividad locomotora. Ambas especies bajo estudio son

predominantemente nocturnas. En P. clarkii se ha demostrado un ritmo motor circadiano

bimodal con el pico endógeno de actividad al apagado de la luz y otro pequeño picó
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exógeno al encendido de la luz (Page y Larimer, 1972,1975). Estas variaciones cíclicas

se han asociado a otros ritmos como los de consumo de oxigeno que también alcanza su

máximo durante las horas de oscuridad (Fingerman, 1955). En el hepatopáncreas se

observa que tanto las crestas como los valles del ritmo de la concentración del GSH

coinciden temporalmente con los picos de la actividad locomotora reportada en animales

juveniles y adultos (Page y Larimer, 1972,1975; Fanjul-Moles,1998). Los valles de el ritmo

de la relación GSH/GSSG de la hemolinfa también coinciden temporalmente con las

crestas del ritmo de actividad locomotora. En P. digueti se ha demostrado el carácter

circadiano de el ritmo de actividad (Viccón-Paie et al., 1997), sin embargo no ha descrito

si la sincronización en LO es semejante a la que se ha demostrado en P. clarkii, por lo que

no se puede determinar si podría guardar relación con las oscilaciones en los parámetros

del sistema glutatión, pero no se debe descartar que exista una asociación entre los

ritmos endógenos del sistema antioxidativo con los metabólicos y conductuales.

La presencia de ritmos circadianos en los parámetros del sistema glutatión indica que la

susceptibilidad o resistencia del acocil se relaciona con la hora del día. Esta capacidad

adaptativa es más evidente en P. clarkii que en P. digueti. Esta capacidad circadiana ha

sido reportada en ratones, ratas, pollos e incluso en el alga fotosintética Gonyaulax

poiyedra, en esta última se ha demostrado que la organización circadiana es necesaria

para mantener el estado redox adecuado (Kolosova et al., 1983; Díaz-Muñóz et al., 1985;

Bridgesetal., 1992;. Hodoglugíletal., 1995;Ramalho,etal., 1995; Hollnageletal., 1996;

Li et al., 1997, Pablos et al., 1998).

Los ritmos diarios de la actividad enzimática de GR y GPx en pollos y ratas están

relacionados con una hormona con capacidad antioxidativa: la melatonina, por lo que se

ha propuesto que ritmos de esta hormona influyan sobre los de la actividad enzimática de

GR y GPx (Reiter et al. 1997; Pablos et al., 1998). En el acocil P. ciarkü se ha

documentado la presencia de ritmos circadianos en la secreción de melatonina (Agapito

etal., 1995) y de la expresión y producción de serotonina, (Escamilla-Chimaletal., 1998;

Castañón-Cervantes et al., 1999). Esto sugiere la participación de la melatonina en la

regulación de los ritmos del sistema glutatión del acocil. La serotonina induce la liberación
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de la hormona hiperglicemiante (CHH) en retina y tallo ocular también en P. clarkii

(Escamilla-Chimal et al., 2002). Esta hormona, similar al glucagon de los vertebrados, se

manifiesta de manera circadiana en el acocil (Gorgels-Kallen y Voorte, 1985; Escamilla-

Chimal et al., 2001). Puesto que el glucagon induce la liberación de GSH en el hígado de

los vertebrados (Taylor et al., 1996) es interesante la posibilidad de que la CHH esté

involucrada en el control de la reostasis del estado redox del acocil. Esta posibilidad abre

nuevos campos de estudio sobre la regulación metabólica y conductual del acocil y su

adaptación a los cambios diarios y estacionales de la luz.
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11. CONCLUSIONES

1. El acocil enfrenta la foto oxidación producida por los ciclos de 24 h externos

mediante ritmos diarios y circadianos de protección antíoxidativa

2. Los acociles de las especies P. clarkii como P. diguetí poseen ritmos diarios y/o

circadianos en todos los parámetros del sistema glutatión tanto en el

hepatopáncreas como la hemolinfa. En P. clarkíie] sistema cireadiano antioxidativo

es evidente y expresa ritmos en oscilación espontanea, capaces de sincronizarse

a los distintos ciclos luminosos. En P. diguetieste sistema está amortiguado, no se

sincroniza a los ciclos de luz extremos y presenta enmascaramiento.

3. Procambarus clarkii presenta ritmos endógenos en la fase reductora del ciclo

glutatión. Procambarus digueti presenta ritmos endógenos en la fase oxidativa dé

este ciclo.

4. Hay diferencias interespecíficas en el grado de foto oxidación de ambas especies

lo que parece determinar la sensibilidad del sistema glutatión a la luz.

5. En la hemolinfa el sistema glutatión de P, clarkii es más sensible a los cambios en

la irradiancia, en tanto que el sistema glutatión de P. digueti lo es a la longitud del

fotoperiodo.

6. Las diferencias interespecífieas en las características del sistema cireadiano del

ciclo glutatión parecen deberse a la latitud y origen de ambas especies y podrían

manifestarse en la capacidad adaptativa de las mismas para invadir nuevos

ambientes.

7. Los cambios observados en el sistema glutatión durante la exposición de los

organismos a estrés por luz es semejante a la que presentan otros organismos

expuestos a diversas fuentes de estrés ambientales. Así mismo los niveles de

actividad enzimática y concentración de glutatión en sus dos formas son

semejantes a los reportados para otros crustáceos y grupos de invertebrados.

8. Se propone al hepatopáncreas un como un oscilador acoplado al sistema

cireadiano y a la hemolinfa como un sistema efector que permite monitorear el

estado redox de! organismo en genera!.
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ABSTRACT

The present study Investigated the rhythmic changes ín
glutathione status in midgut gland and hemolymph as
well as in glutathione reducíase (GR) activity in the cray-
fish Procambarus clarkiL In order to determine the cir-
cadian nature of these rhythms different groups of cray-
fish were submitted to constant-darkness conditions for
24 or 72 h after they had spent 15 days under Ught-dark
12:12 cycles. The animáis of the diflerent batches were
kllled at 6 h intervals during a 24 h cycle. Reduced glu-
tathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) in he-
molymph and midgut as well as midgut GR activity were
determined in midgut gland and hemolymph by Duoro-
metric and spectrophotometric methods. Data analysis
by chronogram and single Cosinor revealed • círcadian
rhythmicity for GSH and GSSG concentration in both
tíssues as well as midgut GR activity. The rhythm pa-
rameters revealed oxidative stress induced by light. The
possible correlation between the glutathione rhythm and
other metabolic and behavioral rhythms of crayfish as
well as the imporlance of the glutathione circadian tem-
poral order ín the adaptation of crayflsh are discussed.

INTRODUCTION

The crayfish Procambarus clarkii is a nocturnal organism
that dispiays a span of overt circadian and infradian rhythms
to adapt to daily and seasonal environmental lighting chang-
es. Two circadian rhythms, activity and oxygen consump-
tion, are well documented in the crayfish (1,2). They should
produce, diiily variations in the oxidative status of ihis an¡-
mal's internal environmenl with the concomitant daily fluc-
tuutions of the anlioxidunl mechani.sms [hat control and pre-

vent reactive oxygen species (ROS)t. ROS cause damage in
organísms at different levéis (for review see Finkel and Hol-
brook [3]) which must be counteracied by diverse antioxi-
da nt mechanisms. An imponant antioxídant is the tripeptide
7-glutamyl-cysteine-glycine or reduced glutathione (GSH).
When GSH is present, any ROS will be inslantly quenched
with the ¡mmediate formation of oxidized glutathione
(GSSG) which will be subsequemly reduced by the enzyme
glutathione reducíase (GR) to resiore GSH. Rccently, our
laboratory reponed changes in P. clarkii hemolymph gluta-
thione status as well as in midgut GR activity when this
species was submitted to high irradiance and long-photope-
riod light cycles (4). The aforementioned study proposed a
positive correlation between the increasing GSH and GR ac-
tivity and the adaptive ability of the crayfish to lighting var-
iations. In ihe present study we propose that this relationship
must be based on an endogenous temporal organización of
the crayfish GSH system. This circadian organizalion will
allow this animal to deal wjih the daily iniemal and externa!
fiuctuations in oxidative status produced by the bchavioral
and metabolic rhythms as well as the environmental daily
cycles. Henee, the objective of the curren! work was to in-
vestígate circadian changes in GSH and GSSG concentration
as well as GR activity in crayfish hemolymph and midgut,
two systems where the presence of glutathione is well known
(4,5). The levéis of all these parameters were measured in
animáis maintained under 12:12 light-dark (LD) cycles and
after exposure lo conditions of constan! darkness (DD).

MATERIALS AND METHODS
Animáis and experimental design. Wc used 90 cmyfish P. clarkii
of homogenous size and weighi. in intermolt si age, ucclimaiízed to
the iuboratory for 1 month in uquuria placed under natural LD cy-
cles, temperature 20°C. pH 7.9, O3 concentralion of 5.7 mg-L"1. Tlie
üquaria were provided with PVC tubes simuluting burrows, which
ullowcd lile animáis to hide frani the lighi. After ucclimalizalion the
Un i muís were divided inlo lliree balches with difrerent light-cycles
condilions: (|> 30 imimuls submiued lo LD 12:12 of low inicnsity
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(0.043 Wm"1) during 15 days: (2> 3tl animáis ireaied as described
above and then exposed IO DD for 24 h: and (3) 30 animáis treated
as described above and then exposed to DD for 72 h.

GSH and GSSG. assay. Graups oftive animáis oflhe three batches
were kllled al 6 h intervals during a 24 h cycle. and 100 jiL of
hemolymph was exlracted and placed in 500 \LL of freshly prcpared
10% Irichloroacetic actd (TCA). The midgiu glands were removed,
and one half were homogenized in 1000 n-L of ice-cold 0.1 M po-
lassium phosphaie bufferCpH 7.5) for protein and enzymatic activity
determinations, and the oiher half in 1000 \xL of 10% TCA.

Sampies were centrifuged at 4DC at 2000 g during 10 min. Su-
petnalaJlt aliquots were used ¡mmediately for the measuremenl of
GSSG and GSH according to ihe nunrometric method of Hissin and
Hilf (6). Supemalont (SO \LL} was incubated in 0.1 M sodium phos-
phatc-0.005 M ethyienediomlne-teiraacelic acid (EDTA> buffer (pH
8) in the presence of 100 u.L of c-phthalaldehydc (OPT) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) during 15 min in Ihe dark. Fluores-
cence at 420 nm was determined with activaiion at 350 nm in a
Turner450 Fluoromeier. Glutaihione (Sigma) was prcpared daily in
0.1 M phosphate-O.005 M EDTA buffer. OPT (0.1% wt/vol) was
also preparad daily in reagent-grade ubsoluie me(hano) just prior to
use. The GSH standard curve was made by dissolving known
amounts of OSH (200, 100. 50 and 25 ngí in phosphaie-EDTA
buffer (pH 8} and mixed wilh 100 jiL of ihe OPT solution. The final
volume of this mixture was adjusted lo 2 mL wiili huffer. To assay
GSSG 50 JLL of supemaiant was incubaied at room temperatura with
20 |iL of 0.04 Ai W-ethyl-maleimide (Sigma) for 30 min. The su-
pematant was then incubaied for 15 min with 100 JLL of OPT in
1.8 mLof 0.1 N NaOH (pH 12}. Fluorescence was determined sim-
ilarly as for GSH. The GSSG standard curve was made by dissolving
known amounts of GSSG in 0.1 N NaOH <pH 12) and 100 uL of
OPT. The final volume of this mixture was adjusted lo 2 mL with
buffer. Total glutaihione (GSH-t) was calculaied as GSH-l = GSH
+ ¿GSSG. The GSH/GSSG ratio was caiculated.

GR activity and protein assay. GR activity was determined as
described by Bompart el al. (7). To mensure GR activity 20 fiL of
Ihe homogenale was placed in a cuveite conlaining 0-44 mmol-L"1

GSSG in 0.1 M phosphate buffer~O.u3 M EDTA (pH 7) and 0.036
M reduced'ntcotínamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH),
prepared and added just before the assay, as the starting reagent.
The assay was rtin at 340 nm for 4 min, with absorbance readings
takén every 30 s. Absórbante was assayed for all the readings in an
Uuraspec 2000 spectrophotpmeier (Pharrnacia Biotech, Bucking-
hamshire, England). Activity was expressed in ¡L% oxidized NADPH/
g protein/min üsing an exiinction eoefficienl of 6.2 mAÍ"'-cm"1. The
protein assay was performed according to Bradford (8).

Assessment of ¡ight parameters. Photoperiod was provided by
neón lamps tumed on by a timer at 0700, and light quantum scalar
irradiance (QSI) was calibraled wiih a pholoradiometer equípped
wilh a spherical submaríne sensor (LiCor Modela LI-189, Ll- I93SA;
LiCor, Lincoln, NE). Intensiiy valúes were sel at the min ¡mal valúes
of light irradiance to which crayfish are exposed in Iheir natural
environment.
. Data analysis. Chronograms were constructed as group meana i
standard deviatlon. In order to esiimate ihe circadian rhythms for
each GSH porameier (GSH, GSSG, GSH/GSSG and GR) of the
difierent groups of animáis a single Cosinor analysis (9.10) was
performed. The software program DISPAC (Digital Analysis Ap-
plied toChronobiotogy) (1L) was used. On the bosis of a test period
(T), Cosinor analysis adjusis data to a cosmusoidal function and pro-
vides an objeclive test of whether the amplilude of ihe rhythm differs
from zero. Le. whether ihe rhythni is validaied for an assumed t.
This melhod provides <!escripdvc estimators for a number of differ-
ent parumeters of a rhythm. I.c. acrophase. mesor. amplitude and
percentuge of rhythmicily (PR). Acroptiase is ihe cresl time of the
best-filting malhematical function approximating the data, and mesor
is the valué around which oscillution oceurs: when ihe time interval
belween data sampling \a constant. il cguals ihe arilhmctic inciin of
ihe rhylhmic, oscillation. Henee, in ihe preseni wnrk it correspondü
lo the urithmctic mean ofihc rhythmje oKcillaiíon ofthe concentR-
lion or activity of the puriimelers of GSH over 24 h. The formal
detinition of mesor is llie iidjusted mejrn of ihe rhythm. The ainpli-
ludc is cqual to hnlf the tlíffercnui.' hetwecn ihe highcsl and lowe.m
valúes of ihe oscillution, und the PR is die pcrceniagu of d;iia in-

cluded within the 95% confidence limils of the best-fítting cosine
funclion (12). This test allows subjeccive examination of the hy-
pothesis ihat the rhythm amplitude differs from zero. using differem
trial-period lengths. In the curren! work severa! períads were tesied
to unalyze whether the temporal pro files of trie GSH panuneters in
differem LD condilions were indeed circadian.

For statistical analysis of the differences beiween midgut ond he-
molymph GSH-t contení, analysis of varinnee (ANOVA) was fol-
lowed by Scheffé posr fwe comparisons.

RESULTS

The amount of GSH, GSSG and GR aclivity changed over
the course of a 24 h eyele. The midgut GSH-l content in P.
clarkii (LD X = 1359.99 ± 78.07 )ÍM. 24 h DD x = 933.04
± 40.83 ÍLM and 72 h DD 5E = 291.42 ± 27.23 pM) was
always higher thati that of hcmolymph (LD S = 216.42 £

•22:8 tiM, 24 h DD S = 253.87 ± 26.8 (iAÍ and 72 h DD x
= 130.68 ± 16.93 \iM). ANOVA demonstrated the statisii-
cally significant rjifferenccs between groups (F = 139.28, P
< 0.01). The Scheffé contrast test revealed statisticaily sig-
nificant differences between LD and 24 and 72 h DD (P <
0.05) ín midgut GSH-t but not in GSH-t valúes in hemo-
lymph {P > 0.05).

Chronograms showing 24 h temporal changes in GR ac-
tivity in rnidgut are depicted in Fig. la-c. In LD máxima!
GR activity oceurs in the scoloperiod at 2400 h (525SI ±
151.42 (iAí/g proteín/mtn). But during the photoperiod a sec-
ond GR-activity peak from 0400 to 1200 h oceurs. In teres I-
ingly, when the líghts were tumed off, and the crayfish
changed from LD lo DD conditions after 24 h of darkncss.
GR activity remarkably increased two-fold, reaching maxi-
mal valúes of 979.63 ± 251.27 uJlí/g protein/min (Fig. Ib).
After 72 h of darfcness the GR bimodal rhythm obtained
under LD persisted (Fig. le). This secondary rhythm peak
at 1200 h increased 1.7-fold without shifting, but the maxi-
mal 2400 h peak advanced 4 h, increasing (20%) above Ihe
previous valué (Fig. la,c). Cosinor analysis revealed that GR
oscillation under LD bes: filted a period valué of 12 h (PR
66.2%) with an acrophase of 10.58 h. GR-activity rhythm
analyzed under DD showed a unimodal rhythm that fitted a
period valué of 24 h after 24 and 72 h of darkness (PR 62.9
and 7 1 ^ % , acrophase of 22.28 and 13.79 h, respectively).
Cosinor analysis revealed the highest staiíslical significance
after 72 h of darkness {Table 1).

Temporal changes in the glutathione midgut status under
different conditions of itlumination are shown in the chro-
nograms of Fig. 2. When the crayfish were submitted to LD,
both GSH and GSSG showed bimodal and unimodal rhyth-
mic pattems with maximal peaks at the onset of the subjec-
tive day and during the night (Fig. 2a); the maximal GSH
concentration peak at 0800 h (10121 ± 333.5 uJW) precedes
the GSSG peak at 1600 h (347.1 ± 33.S3 \¡M). However,
after 24 and 72 h of darkness mirror-image unimodal and
bimodal rhythms of GSH and GSSG concentration may be
observed (Fig. 2b,c). After 72 h of darkness the zenith of
the GSH oscillation (265 ± 19.48 |iJVf> at 2400 h coincides
wilh the nadir of the GSSG osciüalion (1-57 ± 0.65 uA/),
although a secondary peak with coinciden! increasing valúes
at 1600 h (GSH, 262.59 í 22.19 \LM: GSSG, 87.71 ± 38.2
.uJW) is shown in both the rhythms. Cosinor analysis sug-
gested that the GSH oscillations calcuiated from animáis ihat
were .submilted to LD or darkness for 24 h have rhytlims
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Table 1. Single cosinor analysis of Chronograms from C5H.
GSSG, GSH/GSSC ratio and GR ¡n midgut gland of crayfish under
different conditions*.

External time (h).

Figure 1. Chronograms of GR acriviiy in crayfish midgut gland
after. (a) LD; (b) 24 h in DD; and (c) 72 h in DD. Valúes are means
± SE. Black and white bars in the upper pan afeach graph indícate
lighi and daik periods. See (ext- .

with a period of 24 h (PR 40.3%, acrophasc of 18.31 h and
PR 33.6%, acrophase of 2.1-3 h, respectively). However, af-
ter 72 h of darkness ihis oscillation has a rhythm of 12 h
(PR 43.7%, acropha.se of 2.61 h). Converscly, Cosinor anal-
ysis suggests that GSSG oscillations have rhythms with pe-
riods of 12 h after LD 12:12 and after 72 h of darkness (PR
47.6%. acrophase of 2A h and PR 33.5%, acrophase of 6.47
h, respectivclyj bul a rhythm wiih a period of 24 h (PR
89.9%. acrophase of 18.06 h) after 24 h of darkness. The
GSH/GSSG ratio oscitlations shown ¡n Fig. 2d-f furiher em-
phasize rhe oscillation of ihese párameters. Cosinor analysis
suggests (hat these bimodal nscillations have rhythms with

Variable

GSH
GSSG
GSH/GSSGt
GR*

GSH
GSSG§
GSH/GSSG
GR||

GSH
GSSG
GSH/GSSGf
GRíf

Pferi-
od<h)

24
12
12
12

24
2 4
12
24

12
12
12
24

A

Mesor(fiAí)

LD Midgui
8413 ± 27.29

267.21 ± 7.87
3.55 ±0.118

.375.4* 13.11

24 h DD Midgut
539.49 = 18.33
181.64 ± 1.65

3.1 £ 0.07
739.46 ± 25.38

72 h DD Midgut
210.64 ± 5.36 .
40.73 i 6JÍ7

68.1 ± 9-38
441.93 ± 17.78

\mpli-
tude
ÜÜVÍ)

145^3
48.38

1.1
US.9

84.55
31.88

0.45
214.133

30 59
34.18
81^7

182.61 .

Acro-
phase

íh>.

1831
2.4
8.7

10.58

21130
18.06
9.6

22.28

2.61
6.47
0.022

13.79

PR
(%)

40.3
47.6
69.5
66.2

33.6
89.9
49.3
62.9

43.7
3B.5
64.3
71J

'Valúes aie tafeen from data shown in Figs. 1 and 2. Valúes are
means i SE. :

tAmplitude diñéis signiflcanUy from zero. F = 23.93, P < 0.05.
tAmpliiude differs significamly from zero. F = 20J7, P < 0.05.
SAmpliiude differs significamly from zero, F = 93.41, P < 0.05.
||Amplhude differs sígnificantly from zero, F - 24J, P < 0.05.
% Amplitude differs significantly from zero, F = 19.5, P < 0.05.
SAmpliiude diffefs signiñcantly fitun zero, F = 2&37, P < 0.05.

a period of 12 h (PR 693,493 and 64.3%, respecüvely) in
the three conditíohs studícd. Table 1 shows the Cosinor sta-
tístical significance for thesc ihythms.

The state of the glutathlone hemolymph parameters ñuc-
tuates with daity oscillatíons under LD and DD conditions
(Rg; 3a-f). The chronograras of Rg. 3a-c show the temporal
relation berweén the apparcnt bimodal and unimodal daily
GSH and GSSG oscillations under LD and after the crayfish
wcre submitted to DD for 24 and 72 h. Cosinor analysis
suggests that the GSH oscillatíons have rhythms with 12 h
periods after LD (PR 66.4%, acrophase of 3.03 h) and after
72 h of darkness (PR 40.7%, acrophase of 7.2 h) .and a
rhythm with 24 h period after 24 h DD (PR 91.?%, acro-
phase of 2.7 h). The GSSG oscillations best fitted a-period
of 24 h after LD and after 24 h of darkness (PR 58.5%,
acrophasc of 5.24 h and PR 85.7%, acrophase of 23.2 h,
respectively). These oscillations best fitted a 12 h period af-
ter 72 h of darkness (PR 37.5%, acrophasc of 6.9 h). After
LD the GSH/GSSG ratio showed an oscillation suggesting a
rhythm with a 12 h period (PR 40.2%, acrophase of 1.79 h).
Interestingly, this ratio showed evident oscillations that best
fitted periods of 24 h afier 24 arid 72 h of daricness (PR 52
and 975%, acrophase of 7.64 and 2.4 h, respectively). Table
2 shows the results of the Cosinor analysis.

DISCUSSION

The results of the present study demónstrate ihe daily and
circadian cíianges ¡n midgut GR activity as well as in glu-
tathione status in both Ihe midgut and hemolymph of ihe
adule P. clarkti.

Some of these riiyihmic changes appear to be driven en-
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Figure 2. Chronograms of GSH, GSSC and GSH/GSSG ratio in crayfiah midgut gland. GSH and GSSG concentration after. (a) LD; (b) 24
h in DD; and (c) 72 h in DD. GSH/GSSG ratio aften (d) LD; (e) 24 h in DD¡ and (f) 72 h in DD. Valúes are mean? * SE. Black and white
bars in the upper part of each graph indícate light and dntfc periods. See text. • .-. .•

dogenously since thcy continúe to nin frecly, after 72 h of
darkness, changing their phase (GSH/GSSG ratio and GR in
midgut and GSH/GSSG ratio in hemolymph). Some of these
rhythms are able to synchronize to LD eyeles, as indicated
by the penad valué pf. the GSH and GSSG oscillations (T *=
24 h). These observations indicate that the dock was set to
the zeitgeber eyele and that in crayfish there is a pacemaker
coupled to the glutathione system, one of the tnost important
systems related to antioxidant defense in all organisms (13).
In the current work Gosinor analysis did not valídate some
of the glutathione rhythms for T = 24 h. This couíd be due
to the asymmetrical waveform of the oscillations that, in
some cases, might underlie either the harmonio or the ultra-
dian bursls. We believe that both the chronograms and the
Cósinor analysis—the appropriace methodology due to the
nalure of the data—indicate glumthione circadian oscilla-
tíons.

Herein we demónstrate For (he first time that in the midgut
of the crayfish a major ant¡oxidanI enzyme GR as well as
its substrate and product GSH/OSSG exhibil circadian
rhyíhms. GSSG is ulso the product of anolher important an-
tioxidunt; enzyme glututhione pe ros i dase (GPx). Although
circádiiin chunges of this enzyme's uctíviiy were nol deter-
mined in Ihis work, the duily chunges in the GSH/GSSG
mlio míght rcflcct thc circüdian oscillalions of both enzymes.

In crayfish there are some reporte on the changes in gluta-
thione and glutathione transferase content in the midgut of
P. clarkii under toxic stress (5,14) as well as in hemolymph
glutathione status under photooxidative stress (4), but to dale
this is the first report on the circadian changes in this anti-
oxidant system.

ROS are normally produced during aerobic metabolism
and oxida ti ve stress. Henee the exercíse, a factor deteraiin-
ing melabolic-rate increase, as well as light ¡rradiation pro-
ducing photooxídation are both factors that determine ROS
in different animáis (15-17). On the one hand, in the crayfish
P. ciarkii oxidative stress, subsequent to high-irradiánce LD
12:12 eyeles, has been documentad (4), and. on the other,
circadian activity rhythm has been extensively studied (for
review see Fanjul-Moles [IS]). This animal exhibits a noc-
turnal uriimodal endogenqus rhythm that runs free under DD
conditions, synchronizing to LD eyeles with a small burst of
activity añer lights-on and to an endogenous peak after
lighls-off (2). The eyelie varíations in activity have been
related to this animales 24 h varíations in metabolic rate.
Rhythmic changes ín oxygen consumption associated to
rhythmic activity haye been reported in the dwarf crayfish
(1) and thc crayfish Orconectes ¡tais (19). In these species
thc metabolic rate remained low and uniform throughout
duy, ihercasing after lights-off, to peak during the subjective
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Figure 3. Chmnograms of GSH, GSSG nnd GSH/GSSG vatio in crayfish hemolymph. GSH and GSSG concentration after: (a) LD; (b) 24
h ín DD; and Ce) 72 h in DD. GSH/GSSG ratio nfier: (d) LD; (e) 24 h in DD¡ and (f) 72 h in DD. Valúes are means ± SE. Black and white
bars in the upper pan of each graph indícate light and dark periods. See tejet.

TabieZ. SinglecosmoranalysisofchronogTamsfliomGSH.GSSG
and GSH/GSSG raiio in hemolymph of crayfish under difieren! con-
ditians • . .

Variable

GSHf
GSSG
GSH/GSSG

GSHJ
GSSG&
GSH/ÓSSG

GSH
GSSG
GSH/GSSGÜ

Period
(h)

12
24
12

24
24
24

12
12
24

Mesor
(HAÍ)

LD Hemolympt
114.37 ± 2.11
50.83 ± 1.26
2.35 ± 0.045

Ampli-
lude
ípM)

i

19^1
9.69
OJ37

24 h DD Hemolymph
86.7 i 1.95
83.4 ± 2.72
138 t. (1.083

42.52
43.113

0.56

72 h DD Hemolymph
85.5 ± 4.42

14.12 ± 0.57
6.4 ± 0.085

28.6
2.S
3.8

Aero?
pilase

(h)

3.03
5.24
.1.79

2.7
23.2
7.64

7.2
6.9
2.4

PR
í%)

66.4
58.5
40.2

91.9
85.7
52.4

40.7
37.5
97.5

* Valúes are taketi fram dala shown ¡n Fig. 3. Valúes ure mcun.s
± SE. .

tAmpliiude differs signillcantly froni zero. F = 20.73, P < 0.05.
tAmpl¡IúdedÍffcr.ssÍen¡ficiintly fróm zero. F = 118.89. P< 0.05.
SAmplitude differs significantly from zero. F = 62.91, P < 0.05.
IIAmpliiudc differs signiñcanlly Troui zuro. F = 409.28, P < 0.05.

night of crayfish when motor aclivity increased. In Ihe cur-
rent work ihe temporal relation among the phases of gluta-
thione parameter rhythms, always peaking duríng Ihe sub-

' jéctive' night when Ihe rhjrthms were in LD orfreeruhning,
indícales an intemal temporal ordér regulating the redox sta-
tus of the crayfish, a consequence of the circadían rhythms
ín endogenous metabolísm and activity. However, it should
be noted that nothing aboui the possible causal relationship
bétween these funcüons can yet be concluded. Interéstingly,
thé"rhyth.m parameiers ánalyzed' by graphic and Cosinor
áiialysis reveaíed the efíect of oxidatton produced by light,
as reported elsewhcre {4). \h the present work when ihe cray-
fish were submítled to DD conditions, the Cosinor lest re-
yeaied an íncrease in the ampl ilude and mesor of Ihe GSH/
GSSG ratio and GR rhythms. Tliis fact as well as thé two-
fold Íncrease of GR activity and GSH concentraron when
crayfish were changed from LD lo darkness are indicators
of the libera ñon of light prior to photoqxídation. The effect
of dark canditi.ons on ihe GSH rhythm paramelers. mesor
and ampl ilude indícate that, like most funclions of Ihis noc-
turnal species, the function of the GSH syslem might be
restricted to the durk phase of ihe day and yary dcpetiding
on the proportion of light in Ihe LD eyele. Alihough iherc
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are no p rece den ts in the crustaceans, similar rhythms of an-
lioxidant enzymes have been reported in other organisms
inciuding microalgae and plants (20-22). Iruerestingly, 24 h
rhythms in GPx and GR activity have been reponed in the
cerebral cortex and brain of the ral and the chick (23,24).
The acrophases of these rhythms were found in the dark
phase and related to a physíological increase of melatonin,
an antioxidant hormone, at nighL This suggests that theGSH
cnzymatic activity may be related to the melatonin rhythm.
Recently, circadian rhythms of melatonin and serotonin N-
acetyltransferasc have been reported in the eyestalk of P.
clarkii (25). Data from our Iaboratory reported eyelie chang-
es in serotonine, a precursor of melatonin synthesis, in the
eyestalk and brain of the same species (26,27). Henee, the
resulta of the current study suggest further experiments to
elucídate the rhythmic mechan!sms underlying the rheostasis
of the redox status of crayfish.
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