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RESUMEN

Este trabajo fue realizado con el objetivo de estudiar e sistema antioxidative circadianc
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 (1.0}, depende en la sensibilidad del marcapasc circadiano ante
los cambios diarios y estacionales que estan relacionados tanto a las caracteristicas
ecolégicas como a la distribucion geografica de las especies. Los cambios ciclicos en la
proteccion antioxidativa pueden contribuir con esta capacidad de sincronizacion pues
permite a los animales enfrentar la oxidacién producto de las fluctuaciones en las
condiciones luminicas ambientales. Procambarus digueti s una especie de distribucion
tropical, mientras que P. clarkii presenta una ampiia distribucion latitudinal norte. En el
presente trabajo se investigd Ia 1) sl ambas especies presentan ritmes circadianos en
parametros del sistema glutation, 2) y si los ritmos de ambas especies difieren en su
capacidad de sincronizarse a ciclos de 24 h con diferente duracién de la fotofasa en alta
y baja irradiancia (Al y Bl, respectivamente). Se formaron dos grupos de organismos
adultus de cada especie, divididos-en 5 grupos de 30 animales cadg uno gue se pusieron
en las siguientes condiciones experimentales 1) LO 1212 Bl; 2) LO 12.12 Bl y después
expuesto a escuridad eonstante per 72 h; 3) LO 12:12 Al; 4) LO 20:4 BI; 5} LO 20.4 Al
todas se dejaron dos semanas. Al-final del experimento se sacrificaron 5 animales da
todos los grupos enintervalos de 4 h durante un ciclo de 24 h y se les extrajo la hemolinfa
y el hepatopancreas. Se determind glutation reducido y oxidado en ambos tejidos y en
hepatopancreas también se determind la actividad enzimatica de la glutation reductasa
y derla glutatién peroxidasa por métodos fiuorométricos y especirofotométricos. El analisis
de datos per Cosiner simple y ANOVA revelaron diferencias enfre ambas especies.
Procambarus clarkii prasentd ritmos circadianos robustos que se sincronizan con €l
enciendido y apagado de la luz. En P.digueti se encontro un sistema circadiano en el ciclo
del glutatién 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 respuesia a la luz, Esto sugiere que los mecanismos
ritmicos antioxidativos de estas especies parecen estar relacionadas con sus
caracteristicas ecoldgicas. Se discute la posible relacién entre los ritmos aqul 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 animals circadian rhythrﬁs’ ability to entrain
to daily light —dark (LD} ratios depends on the pacemaker sensitivity to the seasonal daily
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
impertant contribution in order to deal with the oxidation produced by the daily fluctuation
of the environmental lighting conditions. Procambarus diguefi is a tropical species, while
F.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 species’ rhythms differ in their ability to synchronize to 24 h cycles with two
different LD ratios {photoperiod) of low and high irradiance. (LI and HI). Twa batches of
P.clarkii and P.digueti adult organisms, divided into 5 groups formed by 30 animals each,
were kept in the following experimental conditions for two weeks 1) LD 12.12 LI; 2) LD
12.12 Ll and then exposed to DD for 72 h; 3) LD 12:12 HI; 4) LD 20:4 LI; 5) LD 20.4 HI.
At the end of the experiments all animals 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 reductase and glutathione peroxidase were assayed
by fluorometric and spectrophotomefric methods. Cosinor and ANOVA revealed
differences betwesn both species. Procambarus cfarkii showed robust antioxidant
circadian rhythms that are able to entrain to all conditions rasetting to lights on or off.
However, the P. diguetiweak circadian glutathione system did not entrain to the LD cycles
showing & random distribution of phases. In this species, LD 12:12 and 20:4 Hi evidenced
significant daily rhythms indicating a damped circadian anti-oxidative system, that is
enhaced by the effect of light. This suggests that each species’ photoperiodic histery
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 ritme biclégico se pueds definir come la recurrencia de un fendmeno bieldgico a

intervalos regulares de tiempo (Kalmus, 1835, citado en Aschoff, 1981). La cronobiolagia

es |a disciplina que estudia los procesos, mecanismos y alteraciones de [as estructuras

subyacentes a los procesos ritmicos de los diferentes organismos bajo diversas

situaciones {(Halberg et al., 1977).

Todos los animales, 1as plantas, microorganismos y probablemente todos los arganismos

muestran algin tipo de variacion ritmica fisiologica (tasa metabdlica, produccion de calor,

floracién, etc.) que suele estar asociada con un cambio ambiental periddico (Pittendrigh

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

eucarionfes asi como algunos procariontes y hengos se han documentado diferentes

ritmos con periodos cuyas velocidades fluctdan desde fracciones de segundo hasta afios.

Estos ritmos persisten en condiciones de laboratorio, aln sin sefiales temporales

externas, es decir, son enddgenos (Aschoff, 1981). Algunos parédmetros de uso comun en

la caracterizacion y estudio de los rjtmos bicldgicos son:

. Perfodo: Se refiere al valor del intervalo de tiempo que pasa entre dos
acontecimientos idénticos, es decir es el valor de 1a duracién de un ciclo completo
y es el inversa de la frecuencia de un evento. El periodo natural de! oscilador se .
denomina < (tau), y se expresa en condiciones constantes cuando no hay
influencia de claves temporales externas. Este fendmeno se denomina en inglés
“free running” y en espariol "oscilacidon espontanea” o “libre corrimiento”. Al periode
de la escilacidn externa o sincronizador se le denomina T. En una oscilacién se
conoce como o a ia duracion de la actividad maxima y como p a la duracian de
actividad minima.

. Amplitud: Algunos autores (Brady, 1982; Granados-Fuentes et al., 1995); ia definen
como la diferencia entre el punto maxime y el minimo de la oscilacion. Cuando se
trata de sefales analizadas mediante un ajuste a2 una funcidén coseno (Método de

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

4
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maxime que tiene la variable en un periode (Aschoff, 1281, Vega, 1993: Golombek,
1997).

Mesor. Es el valor medio de la variable ajustada a una funcion coseno. Cuando el
intervalo de muestrec es constante, mesor es igual a la media aritmética de Ia
ascilacion ritmica (Vega, 1993).

Fase (¢): Es el valor instanténeo de una funcion periodica, es un pardmetro que
sirva de referencia para determinar cambios en |a velocidad del ritmo de fa
oscilacion, los puntos mas usadas son el inicio de actividad y la acrofase, ésta
ultima coerresponde al punto en el que se aleanza el valor maximo del ciclo
(Aschoff, 1981, Vega, 1993; Golombek, 1997).

Angulo de Fase (y): Corresponde a la diferencia de fase entre dos oscilaciones,
usualmente la del sincronizador y la del oscilador {Aschoff, 1981, Vega, 1993;
Golombek, 1997).

1.2 CLASIFICACION

Enright (1981) clasific a los ritmos bioldgicos en tres grupos de acuerdo cen la frecuencia

de su oscilacion:

Ritmos Ultradianos: ciclos que acurren varias veces en un dia, tienen periodos
menores a 19 hr y pueden alcanzar velocidades de segundos o milisegundos, p.e.
el ritmo respiratorio, el ritmo cardiaco, [as ondas eléctricas cerebrales, etc.
Ritrmos Circadianos: ciclos cuyo periodo es cercano a las 24 horas, en el intervalo
de 19 a 29 horas. Algunos ejemplos son los ciclos suefio vigilia, actividad reposo,
secrecion hormonal como el cortisol, fa melatonina, la prolactina, etc.

Ritmeos Infradianos: su periodo es mayor a 29 horas, algunos ejemplos son: el ciclo
menstrual de mamiferos, los ciclos |lunares y los ciclos reproductivos anuales o

bianuales, etc.

Por otra parte, Halberg en 19685 elabord una clasificacion (en Aschoff, 1981) de los ritmos

de acuerdo con el valor del periodo y en relacidn con los ciclos geofisicos, estos son: el

ciclo de rotacion terrestre (ritmos diarios); los ciclos producidos por la interaccion tierra-
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luna que generan las mareas (ritmos mareales), la rotacién de |a luna que genera las fase
lunares (ritmos lunares) y el movimiento de translacion de la tierra alrededor del sol
{ritmos estacionales y anuales). Debido a que el periodo (1) de este ritmo, en condiciones
constantes (luz, temperatura, etc.), es aproximado -pere no igual- al del ciclo ambiental
cen el que se sincroniza (T), Halberg introduijo el prefiio cirea y se conocen como ritmos
circadianos, circamareales, circalunares, y circaanuales, a los ritmos bicldgicos cuyo

periodo es cercano al de estos ritmos geofisicos.

1.3 RITMOS CIRCADIANOS

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

plasticidad del valor de pericde de estos ritmos les permite sincronizar a los cicios

ambientales que posean un valor de periodo de 24 haras, como son los ciclos diarios de
luz y de temperatura. Los ritmos circadianos, establecen una fase estable con estos ciclos
externos alargande o acortando su valor de periodo e igualandelo al del cicla ambiental.

Estos ritmos estan basados en mecanismos biologicos analogos a las propiedades

cronomeétricas de un relgj, y poseen las siguientes caracteristicas (Pittendrigh, 1981;

Aschoff, 1981; Brady, 1962):

a) Son endodgenos, persisien sin la presencia de claves temporales; en condiciones
constantes se presentan con una oscilacion espontanea cuye periodo s cercane pero
no igual a las 24 horas.

b) La longitud dsl periodo en oscilacién espontanea se modifica ligeramente o nada al
variar [a temperatura, es decir, poseen mecanismos de compensacian de temperatura.

¢) Son susceptibles de sincronizar a los ritmos ambientales que posean un valor de
periodo de 24 horas o cercanos a él (dentro de ciertos limites), como los ciclos de luz

. ¥ de temperatura. Esta sincronizacion tnicamente se lleva a cabo dentro de ciertos
limites 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 oscilacidn libre o espontanea, generalmenite el t de las especies diumas es mayor
3 las 24 h, en tanto que para especies nocturnas este valor @s menor a las 24 h. El
periodo T depende de la intensidad de iluminacion: En muchas especias diurnas 1 se
acorta cuando hay incrementos en la intensidad de |luz y aumenta en especies

nociurnas (Ley de Aschoff).

1.4 SINCRONIZACION.

Al cambio ciclico ambiental que es capaz de sincronizar un ritmo endégeno se le
denomina "zeitgeber" (que significa “dador de tiempo”) (Halberg, 1977). La sincrenizacion
es la capacidad de los ritmos bioldgicos para ajustar su periodo enddgeno con el del
sincronizador, de manera que t =T. Como consecuencia de la sincronizacion se establece
y mantiene una relacion de fase estable entre el sincronizador y el ritmo enddgeno y se
asegura la correspondencia del tiempo bioldgico con el geofisico (Aguilar-Roblero, 1293).
E! sincrenizador mas comin y efective es la luz, aunque también funcionan como
sincronizadores la temperatura, |a disponibilidad de alimento y las interacciones sociales.
La luz puede causar arritmia dependiendo de su intensidad. En general existe una
relacién inversamente proporcional entre la intensidad de la luz y ia amplitud del ritmo:
cuando los animales se colocan en condiciones de alta irradiancia e! ritmo de actividad
locomoetora se vuelve arritmico, otros ritmos dnicamente se amortiguan (Aschoff, 1981,
Saunders, 1984). Cuando la luz alcanza intensidades altas y constantes el ritmo deja de
expresarse, es decir el reloj biologico se detiene. Al volver a condiciones previas de
obseuridad el reloj se reinstala (reajusta) reasumiéndose |a ritmicidad (Sweeney, 1979).
No sble la intensidad de la luz produce cambios en [0s ritmos circadianos, lo hace también
la longitud del fotoperiado. Bajo condiciones de longitud extrema (20-24 h) algunos ritmos
no son capaces de sincronizarse, pues reguieren de una noche con una longitud minima,
en especial los ritmos de animales nocturnos.

En condiciones naturales el ciclo diario de iluminacion sufre cambios estacionales, el
fotoperiode del ciclo se acorta o se alarga. Estos cambios se reflejan en las caracteristicas

de los ritmos circadianas. Al alargarse el foloperiodo, la duracidn de la fase de actividad



del ritmo aumenta o disminuye de acuerdo con los habitos y el nicho ecoldgico de los
animates. Lo anterior es una evidencia del reconocimiento del fotoperiedo por el sistema
circadiano. Esto se observa en procesos de induccion fotoperiodica en los que, de
acuerdo congue una cierta fase del ritma endégeno coincida con el periodo de luz del
ciclo externo, un evento fotoquimico iniciara una secuencia de reacciones guimicas que
van a culminar con la induccién de algun proceso fisicldgico (Bunning, 1960; Pittendrigh,
1981).

El fenémeno de induccion fotoperiodica permite a los animales de diferentes latitudes
adecuarse a las candiciones éptimas del medio de acuerdo con los cambios estacioniales
del mismo.

1.5 EL. RELOJ BIOLOGICO

Puede definirse al relo] bioloégice como-aguel sistema organico capaz de generarun orden
temporal en los proceses fisiologicos del organisma, oscila con un periodo regular y usa
las oscilaciones externas como una referencia temporal interna {Pittendrigh y Daan, 1976;
Aschoff, 1981; Halberg et al., 1977; Granados et al., 1985), Este concepto engioba dos
tipos diferentes de osciiadores, 'aquellns identificables como unidades fisicas y
diferenciables del resto del erganismo, y aguslles que emergen como un epifendmeno
resultante de la inferaceién de elementos interconectades en asas de retroalimentacion.
La interaccion de ambos sistemas oscilatorios resulta en la adaptacion de les organismos
a las presiones ambientales ciclicas de su nicho temperal. Una de las funciones
principales del reloj consiste en sincronizarse con los ciclos ambientales y transmitir esta
informacion a sistemas efectores gue expresan ia ritmicidad y acoplan fos diferentes los
osciladores del organisme para lograr un funcionamiento coordinado (Granados et al.,
1995).

Las caracteristicas de los relojes bioldgicos son:

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

b} La medicion se hace con relacion a claves ambientales (pueden sincronizarse con

claves ambientales, lo que les permite reconocer la hora local).



c) Utilizan ia informacién temporal para controlar proceses bioquimicos, fisiologicos y
conductuales,

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

g) Son capaces de detectar y traducir informacion medio ambiental de referencia temporal

(luz, temperatura, efc.).

Se ha propuesto (Moore-Ede y Sulzman, 1984) que el sistema circadiano esta compuesto
por osciladores multiples que poseen periodos independientes bajo condiciones de
oscilacidn espontanea. Es decir, cuando se encuentran aislados de claves temporales
externas, oscilan con valores de periodo diferente al encontrado en las condiciones en
que estan sincronizadoes al “zeitgeber”, mediante un oscilador maestro que acttia como
marcapaso. Se han encontrado osciladores en diversos drganos principalmente en
organos bilaterales, que pueden llegar a actuar de forma independiente. Esta es |a
manera en que el sistema circadiano puede ser sincronizado por diversas claves

ambientales (Moore-Ede y Sulzman, 1984).

2. LOS ACOCILES Procambarus clarkii y P. digueti

2.1 GENERALIDADES

Les acociles forman una parte importante de los ecosistemas de agua dulce debido a qus
se encuentran en la parte superior de la piramide alimentaria. Cuando estos organismos
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y normalmente se distribuye entre los 58° a 28° de latitud N. Los especimenes usados en
la experimentacidn en nuestro laboratorio son colectados en Delicias, Chihuahua (2345
m de altura, y 27°45'N), donde la luminosidad a la que estan sometidos varia entre los
0.039 Wm? aj amanecer y 3.68 Wmal mediodia. Esta es una especie invasora que ha
ide ampliando su distribucién geografica, pues a principios de siglo no se encontraba en
el territorio nacional y ahora se encuentra en el norte de Chihuahua. En algunos paises
es inclusive una especie que se ha declarado nociva por los efectos gue tiene
desplazando especies nativas (Egipto y Espana) donde soporta las condiciones de estio
{(Huner, 1988). ‘

Frocambarus digueti prefiere los charcas, los [agos y los arroyos con aguas abiertas con
una brofundidad de 0.5 a 1.5 m, en donde puede 0 no encontrarse vegetacion en los
bordes. En la localidad de colecta de P. digueti en Zamora, Michoacan (1575 m de altitud,
latitud, 18°98'N) a diferentes horas del dia, la intensidad flucta entre las 0.0411 Wm? en
las Horas crepusculares y 3.2 Wm? al mediodia (Fanjul-Moles et al., 1998), ésta es una
especie endémica, posiblements es la mas primitiva del género y con menor afinidad con
otros Procambarus (Villalobos, 1883). Las diferencias entre estas dos especies se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1.- Comparacién entre P. clarkii y P. digteti,
Procambarus clarkii Procambarus digueti
Distribucion latitudinal - |58a 29° latitud norte 18 a 20° latitud norte

'Distribucion latitudinal '

. . . Lagos y arroyos de aguas
Tipo de cuerpo acudtico |Pantanes estacionales,|

abiertas
arroyos lentos.

Introducida a principios de{Endémica, origen en el

Origen en México

1900 cretécico inferior
Forman madrigueras Si No
Disponibilidad de O.|Scporta condiciones i

Aerobio

ambiente anaeroblas
Dormancia | Si |No se ha descrito
Intensidad de luz 0,039 - 3.68 Wm™ 0.04 - 3.2 wWm™*
Asociacién a vegetacion [ No Si
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2.2 RESPUESTA A LA LUZ

En 1880, Huxley reportd que los crustaceos no toleraban ni mucho calor ni mucha luz
solar y que eran mas activos durante el anochecer, en tanto que, duranie el dia
permanecian escondides en madrigueras. Sin embargo, estos animales presentan una
respuesta fototactica hacia la luz durante la noche, condicion que era aprovechada por
los pescadares para atraerlos hacia las trampas. (Huxley, 1800, citado en Huner y
Lindqvist, 1995; Aréchiga vy Rodriguez-Sosa, 1987). En P. clarkii, asi como en otros
crustaceos se ha observado un patrén bimodal de actividad en el ciclo de 24 h. El primer
pico en la actividad se ebserva al ancchecer, cuando los animales salen de sus
madrigueras para alimentarse y el segundo pico aparece antes del amanecer y puede
durar varias horas. (Aréchiga y Rodriguez-Sasa, 1897).

El nivel de la respuesta a la luz varia en el ciclo de 24 h. El umbral s menor durante la
noche que durante el dia'y la latencia de la respuesta es menor del anochecer & media
noche, cuando es mayor &l nivel de actividad locomotora (Aréchiga et al., 1993).
Enrelacidn a la respuesta a la luz, en estos organismaos se observan cambios circadianos
en la posicion 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, Prielo-Sagredo y Fanjul-Moles et al_, 2001).

Otros estudios han demostrado que la luz es un factor determinante tanto en el procesa
de muda en estos organismos come en la maduracidn gonadal {Castandn-Cervantes et
al., 19985; Fanjul-Moles et al., 2001).

L.as condiciones de iluminacién también son uno de los factores que influencia de manera
determinante la tasa de consumo de oxigeno 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
obtencian de energia de aercbia a anaerobia por lo gque se le considera un organismo
anaercbio facultativo gue puede entrar en condiciones semejantes a la dormancia
{hibernacion y estivacion). Esta capacidad metabdlica y conductual se ha reportade en

F. digueti, en condiciones de laboratoric. Se ha propuesto que éstas diferencias
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conductuales interespecificas indican capacidades diferentes para adaptarse al estrés
luminasa (Fanjul-Moles et al., 1998).

La anterior coincide con lo reportado para otros animales de las regiones poiares y
tropicales gue se encuentran en condiciones constantes de temperatura y no sufren
cambios en la aclimatizacion. Los animales de latitudes intermedias experimentan
mayores cambios de temperatura, de tal forma que muchas especies poseen capacidad
adaptativa que les permite compensar los cambios en temperatura (Prosser, 1957).

Asi mismoa, se ha reportado que la luz afecta a las estructuras neurales y endocrinas
responsables de los cambios conductuales y metabélicos y que en diversos crustaceos
la exposicidn a la luz brillante causa dafio estructural y funcional de los fotorreceptores,
este dafio esté asociado a |a foto oxidacion de écidos grasos no saturados posiblemente
como resultado de reacciones de fotosensibilizacion (Kashiwagi et al., 1997).

Cuando acociles de estas especies s& someten a condiciones experimentales cronicas
de alta intensidad de luz o fotoperiodos de 20 h, se producen una disminucion en ef
consumo de oxigeno e incremento de |a concentracion de lactato; lo anterior va apareado
con un aumento en la coneentracion de glutation reducido (GSH) en hemolinfa (Fanjul-
Males, et al, 1998; Prieto-Sagredo, et al., 2000),

Par o anterior, parece que en el acocil la luz es un agente estresor que participa en la
eleccion 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 fotosensibilizacion, cuando ciertas moléculas son iluminadas con
la longitud de onda adecuada, la absorben y pueden transferir esta energia a una
molécula de oxigeno molecular generando asi el oxigeno en singulete ('0,), también se
forman aniones superdxido (0,7 y radicales hidroxilos (HO) {Halliwell y Gutteridge, 1998,
Hansberg, 1999). Entre estas moléculas se cuentan fa bilirrubina, las porfirinas, el retinal,
las flavinas vy los citocromos, estos dos ultimos son muy abundantes en los acociles,
Procambarus clarkii es un organisme en el que se han demostrado ritmos circadianos y
estacionales que le permiten adaptarse a los cambios diarios y estacionales de la |uz,

Entre los ritmos més estudiados se encuentran el sitmo de actividad {Fanjul-Moles, 1998)
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y el de consumo de oxigene (Fingerman 1955; Rice y Armitage, 1974). Ambos ritmos
circadianos pueden producir variaciones en el estade oxidativo interno con fluctuaciones

en los mecanismos antioxidativos.

3. ESTRES

3.1 DEFINICION

Estrés es un término muy general usado en la vida diaria para describir situaciones en las
gue una persona esta en dificultades o no puede sobrellevar ias demandas del medio y
que pueden tener como resultado ciertos desérdenes fisicos y neurolégicos. En la
investigacion bioldgica y psicoldgica se ha usado en diferentes sentidos. Posiblemente el
mas simple es una analegia de la influencia fisica de cierta carga colocada sabre una
pieza de metal Jo que crea una deformacidn o fensién sobre &l metal, esta tension pusde
ser cuantificada ("strain" en inglés} (Archer, 1978).

Un uso mas especifico surgio de los estudios dirigidos por Hans Selye, investigader que
utilizd el término estrés para describir la respuesta ante cierta fuerza externa a la que
Seyle denomind estresor. Seyle consideraba al estrés como una reaccion, un sindrome
especifico de respuestas adaptativas de varios sistemas, entre los que se encuentran la
corteza suprarrenal, el time y el aparato digestivo. Este investigador denomind a estos
cambios bajo el nombre de “sindrome general de adaptacion” (Seyle, 1850, citado en
Archer, 1979).

Al considerar los efectos de [os estresores fisieos, en la respuesta del cuerpo hay una
movilizacién de energia que se puede considerar como la preparacion para enfrentar o
reparar alteraciones, products de una situacidn de peligro o de dario fisico.

Cuandoel cdncepto de estrés se transfiere al contexto fisioldgico, 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 compoenente sicoldgico, en el que
participa la forma en |a que el cerebro interpreta una tal o cual situacion (Archer, 1979).

Todas las respuestas conductuales o fisioldgicas se pueden considerar como adaptativas
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en tanta tienden a minimizar o ayudar a liberar al animal de una fuente de posible peligra,
mediante meacanismos de retroalimentacion negativa. De lo anterior surge una definicion
operativa en la que se propone al esirés como la incapacidad prolongada de los
organismo para evitar un dafio potencial, lo cual conduce a la activacion de los sistemas

fisialdgicos por encima de su eficiencia maxima (Archer, 1879).

3.2 ESTRES OXIDATIVO
Ei estrés oxidativo es la situacion en la que la presencia de radicales libres o de especies
reactivas de oxigeno {(ROS), nitrégeno o de metales de transicién, producen cambios
funcionales y estructurales en el organismo. Estos pueden originar procesos patologicos
al producir desbalance en el estado redox en ¢l organismo (Halliwell y Guiteridge, 1998).
El estrés oxidativo se ha definido come el resultado del dafio a biomoléculas producido
por radicales libres o especies reactivas. Un radical libre es cualquier especie quimica
capaz de existir con uno o mas electrones desapareados, y el término ROS agrupa tanto
a los radicales libre y a las especies no radicales gque son agentes oxidantes yio son
facilmente convertidos a radicales. La reactividad varia de una especie a otra, las hay
oxidantes y reductoras y fodas allas inician reacciones en cadena. En el caso de la
oxidacion de lipidos se forma un carbono central -C- lo que provoca cambios estructurales
ademas de genérar aldehides citotdxices (Halliwell, 1991).
Halliwell y Gutteridge (1998), definieron a les antioxidantes como: "Aquella sustancia que
se encuentra en pequefias concentraciones e inhibe o retarda significativamente la
oxidacidon de un sustrato que se encuenira en mucha mayor concentracidn”. A partir de
esta definicion se considera que las defensas antioxidativas incluyen:
a) Los agentes que remueven cataliticamente las especies reactivas,
b) Las proteinas que minimizan la disponibilidad de prooxidantes como iones de fierro o
cobre,
c) Las proteinas que protegen biomoléculas mediante otros mecanismas, coma son las
proteinas del chogue térmico (heat shack proteing),

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 actuan, donde y como se genera, asi como del dafio que produce. Los

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

mas de un mecanismo de accion (Gutteridge y Halliwell, 1999).

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

agentes de bajo peso malecular, Entre las enzimas se cuentan:

a)

b)

La familia de tas superdxido dismutasas (SOD). Esta familia esta constituida por
metaloenzimas que convierten el O, a perdxido de hidrégeno (H,0,), y se encuentran
virtualmente en todos los organismos asrobios. Se conocen cuatre tipos de enzimas:
CuZnSOD, CuS0D, FeSOD y MnSOD.

Las catalasas y las peroxidasas transforman el H,O, a agua y estan ampliamente
distribuidas en bacterias aerobias, plantas y animales. La glutatién peroxidasa (GPx)
y la glutation transferasa (GT) participan en la detoxificacion de perdxidos y
xenobidticos como herbicidas, y usan el glutation reducido (GSH) como sustrato. La
glutatién reductasa (GR) es la enzima que reduce el glutatién oxidado (GSSG), v
requieie NADPH+H para llevar a cabo esta funcién. También se han encontrado
peroxidasas no especificas 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 mayer importancia se encuentran:

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

intracelulares. Actda como cofacter de la GPx para detoxificar H,Q, Ademds puede
detoxificar radicales libres por vias no enzimaticas (Spector, 1991; Taylor et al., 1998,
Halliwell y Gutteridge, 1998; Dalton et al., 1999; Gamaley y Klyubin, 1999),

b) La bilirubina y el &cido Urico se han propuesto como antioxidantes al unirse a metales

e impedir reacciones tipe Fenton. El acido drico también es eficiente protegiendo en

contra del ozono {O;) y del didxido de nitrégeno (NO,").
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c) Los aminodcidos que tienen la capacidad de secuestrar iones metdlicos y son
susceptibles de oxidarse tanto en presencia de H,0, come en concentraciones
fisiologicas de bicarbonate {Stadtman y Berlett, 1991).

d) La melatonina se considera actualmente como un importante antioxidante pues
ademas de atrapar al radical OH™, estimula enzimas antioxidativas importantes (SOD,
GPx y GR). Esta hormana en dosis farmacoldgicas es efectiva para reducir el dafio
ocasionado por agentes téxicos y en paradigmas experimentales que inducen el
estres oxidativo (Reiter et al., 1997).

3.3 RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Un radical libre es cualquier especie quimica capaz de existir en forma independiente y
que contiene uno o mas electrones desapareados como el oxigeno en singulete ('0,), los
radicales Superoxido (Q,), Hidroxilo (QH), Peraxila (RO,), Alkoxilo (RO}, Hidroperoxilo
(HO,), vy los Oxidos de Nitrgeno: oxido nitrico (NO), y didxide de nitrégeno
{NO,){Gutteridge y Halliwell, 1899),

“Especies reactivas’ es el término en gue se agrupa a los radicales y algunas especies
no radicales como el Perdxido de Hidrogeno (H,0,), el Acido Hipocloroso (HOCI), el
Ozono (Os) y el Peroxinitrito (ONOO).(Gutteridge y Halliwell, 1999).

Las fuentes exdgenas generadoras de ROS en los organismos pueden ser antibidticos,
farmacos (p.e. paracetamol); contaminantes (p.e. NOZ, 0, humo de cigarrilie), la
quimioterapia y la exposicion a radiacion ultravioleta e ienizante (Finkel y Holbraek, 2000).
Las fuentes endogenas son principalmente: reacciones enzimaticas (xantin oxidasa, tas
NADPH/NADH oxidasas, la acii CoA exidasa y les citocromos P-450}); pequerias moléculas
autooxidables coma las catecolaminas y las quinonas (Daltan et al., 1999; Gamaley y
Kluybin, 1999}, ademas elementos del sistema inmunoldgico de los organismos, en
especial las células fagociticas. Aunque las células no fagociticas también generan H,O,
su tasa de generacion es apenas el 1% del generado por las células fagociticas (Gamaley
y Kluybin, 1998).
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En el plasma sanguineo y en los tejidos oculares de los mamiferos se esta generando
H,0, continuamente a partir de |a oxidacitn del GSH yfo del ascorbato (Spector, 1981;
Halliwell el al., 2000; Long y Halliwell, 2000). Por otra parte, durante la fosforilacion
oxidativa se estima que del 2-4% del O, no se reduce a agua por |a citocromo C oxidasa
sino se forma el anidn semiguinona el cual puede transferir uno o dos electrones al
oxigeno molecular con la subsecuente formacion del O,”. Este, a su vez, puede generar
otras ROS; gue en exceso reaccionan con toda clase de macromoiéculas y pueden causar
anarmalidades cenductuales, citotoxicidad y darfio mutagénico (Gutteridge y Halliwell,
1998; Dalton et al 1999, Finkel y Holbrook, 2000).

3.4 PAPEL BIOLOGICO DE ROS

La generacién de ROS dentro de cierto limites es necesaria para mantener la homeostasis
del organismo {Finkle and Holbrook, 2000). En los animales, en especial en mamiferos,
Jos macréfagos son las células de alarma del cuerpe que sintetizan y excretan materiales
altamente reactives como el anién O, el H,0,, el NO y algunas enzimas proteoliticas
entre otras. Estos matefiales bioldgicamente activos son impertantes para inactivar a las
bacterias y a las células tumorales; asi mismo, su produccién es un factor importante para
desencadenar una variedad de funciones celularss (Gamaley y Kluybin, 1999). La
sobreactivacion de los macréfagos y la produccion excesiva de productos
inmunosupresores pueden contribuir a la alteracion morfofuncional dedrganos 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-estimulacion
de las vias de sefalizacion reguladas por ROS. Los cambios asociados con el dafio
oxidativo y el reestablecimiento de la homeostasis celular frecuentemente llevan a la
activacion o inactivacion de genes, de factores de transcripcion, de enzimas de defensa
antioxidativa y de proteinas estructurates (Halliwell y Guiteridge, 1998; Gamaley y
Klyubiin, 1999).
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La especie reactiva considerada como |la mas importante en la sefializacién celular en los
mamiferos es el H,0,, que puede actuar como segundo mensajero. En concentraciones
de 1-50 pM, el H,Q, posee una citotoxicidad limitada y puede ser wtilizado como una
moalécula de sefializacion intra y extracelular. En las zonas de inflamacion, el H,0, que
generan los fagoeitos medula el procesa inflamatario regulando la expresion de moléculas
de adhesion, y controlando tanta la proliferacton celular y la apoptaosis, como la agregacion
plaquetaria (Halliwell, et al., 2000}).

El H,0; actua como segundo mehsaiero enlas células eucariontes, mediante la activacion
de |as vias de sefializacion de estrés, Estas vias producen una respuesta genética comin
(Gamaley y Kluyhin, 1999; Finkel y Holbreok, 2000).

Las especies reactivas son también agentes mitogénicos y regulan cascadas de
sefializacion de los factores de crecimiento. Se ha demostrado que estas moléculas
pueden inducir sefales idnicas similares a las mediadas por recepiores de membrana,
como la hiperpolarizacién de la membrana y cambios en el pH intracelular (Gamaley y
Kiuybin, 1999, '

En la mitocondria v en el citosol, las ROS determinan el estado redox de residuos de
grupos sulfinidrilos. Estos residuos son criticos para el establecimiento de interacciones
proteina-proteina. Los factores de transcripeidn contienen residuos de cisteina, por lo que
el estado redox de los tioles regula 12 unién al DNA de factores como las proteinas Fos
y Jun, modulande |a actividad de transcripcion (Taylor et al., 1998, Dalion et al., 1999;
Gonzalez-Flecha y Dempley, 1999}

Son interesante los mecanismes de adaptacion que presentan los diversos animales ante
los cambios de ROS producidos por Ias alteraciones entre la ventilacion y a reperfusion,
En el rindn y en el corazdn de rata se ha reportado una disminucion de las defensas
antioxidativas durante la reperfusion (Ruuge et al, 1991}. Lo antericr es contrario a lo que
se observa en los organismos que en condiciones naturales se enfrentan a pericdos
hipometabdlicos o hipdxicos. Durants estas circunstancias se eleva la actividad de las
enzimas antioxidates (Tabla 2). Esto se ha interpretado como una respuesta anticipatoeria

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

la adaptacion (Hermes-Lima et al., 1898). Hay organismos que se enfrentan continua o

ciclicamente & niveles cambiantes de oxigeno debido a sus caracteristicas ecoldgicas.

Para adaptarse estos cambios siguen en generai dos estrategias (Grundy, y Storay, 1998,

Hermes-Lima et al., 2001):

a) Aumentar la actividad de las enzimas antioxidantes para prepararse al aumento ciclico
de la presion parcial de oxigeno. Esta es la estrategia que adoptan especies
susceptibles a enfrentar situaciones de estres oxidativo como Helix aspersa (Hermes-
Lima et al,, 1998).

b) Mantener los niveles de antioxidantes elevados. Este es el caso de Trachemys scripta
elegans cuya estrategia principal es mantener los niveles de enzimas y productos

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

Existen algunos reportes sobre la estacionalidad de la actividad de las enzimas
antioxidantes en invertebrados, (Powery Sheehan, 1996). Estos autores hicieron estudios
mensuales en Myfilus edulis, encontrando que los antioxidantes y las enzimas se
encuentran en una menor concentracion durante los meses de invierng, cuando existe una
acumulacién méxima de los productos de lipoperoxidacion.

Sin embargo, en otras especies, diversos auteres sefialan gue, en las circunstancias
sefialadas en la Tabla 2, se encuentran diferencias en la congentracion de antioxidantes
pero no hay dafio lipoperoxidativo en los diferentes tejidos estudiados (Ramos 1999,

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

ESPECIE SISTEMA ANTIOXIDANTE
CONGELACION
Thamnophis sirtalis GPx, catalasa
Rana sylvatica GPx
ANOXIAMHIPOXIA
Thamnophis sirtalis 80D, GSH
Rana pipiens GPx, GST, catalasa
Cyprinus carpio 50D
ESTIVACION
Otala lactea
Pie S0D, GST, catalasa
Hepatopancreas SOD, GPx
Halix aspersa maxima S0D

Los resultados de esta tabla se han interpretado bien cdmo que no hay formacidon de ROS,
0 como que estos animales poseen defensas antioxidantes suficientes para sobrepoherse

a cualguier incremento stibito de ROS durante la reperfusidn de oxigeno.

3.5 EFECTOS DE LA LUZ

A la produccion de ROS o especies reactivas coma resultado de la accién de la luz se le
ha denominado estrés fctooxidativo. La donacidn de electrones al oxigeno puede ser
resultado tanto de la actividad fotosintética come de la exposicion |a foto oxidacion de
tejidos ricos en pigmentos que pueden llevar a cabo reaccionesredox (Foyer et al., 1924).
La radiacion luminosa activa una cascada de respuesias genéticas al estrés,
prabablemente detonando sefiales de transduccion {proteincinasas y fosfatasas) y vias
redox (glutation-peroxidasa y glutatién-reductasa) (Papaconstantinou, 1994).

Entre los compuestos biologicos que pueden participér en las reacciones de
fotosensibilizacion se encuentran la riboflavina, la bilirrubing, el retinal, las clorofilas a y
b, y las porfirinas. Cuando estas maléculas son iluminadas con luz de cierta longitud de

onda la absorben, v [a molécula pasa a un nivel de excitacion durante ef cual puede
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transferir la energia a una molécula cercana de O, y pueden generar '0,, O, v H,0,. A

vecas se causa danos a la propia molécula fotosensible. (Halliwell y Gutteridge, 1999).

3.6 EL SISTEMA GLUTATION Y SUS FUNCIONES METABOLICAS

Elglutation reducide (GSH, glutamil-cisteinil-glicina) es la molécula contenedora de tioles
mas abundante en todas las células animales. Su participacion en la funcidn celular
incluye la detoxificacion, el metabelismo peroxidativo y el transporte de aminoacidos
{Kosower y Kosower, 1978, Anderson y Meister, 1980).

El GSH se sinietiza a partir del L-glutamato, L-cisteina y glicina en dos pasos
cansecutivos, catalizados por la y-glutamil-cisteina sintetasa y la glutation sintetasa, Las
reaccienes redox son catalizadas por las enzimas GR y GPx, y la formacién de tioésteres
se lleva a cabo a partir de la GT. Una vez sintetizado, ef GSH puede ser cbjeto de
transporte a través de membranas bioldgicas y formar parte de una complicada red de
transporte interérganos. El GSH sintetizado en higade se exporta al sistema circulatorio
para abastecer otros tejidos, también el GSSG es liberado en productos come |a bilis
{Anderson y Meister, 1980; Andersen, 1989).

Son varios los reportes gue apoyan el papei protector del GSH ante la radiacién
electromagnética, y en especial fa radiacion UV y la ionizante, la que como es bien sabido
ocasiena la formacion de O, (Revesz y Malaise, 1983). Aungue el efecto de la radiacion
visible en esta respuesta protectora ha sido poco explorada, hay reportes gue indican
cambios en la responsividad de este tiol ante la radiacién lumingsa (James et al., 1994;
Rywkin et al., 1995; Savoure et al., 1996). _

La produccion del GSH y de las enzimas involucradas en su ciclo redox, la GR y la GPx;
constituye uno de ios mecanismos mas importantes y eficientes de defensa antioxidativa
de las células. El GSH actua como un donador de hidrogeno y contribuye en forma directa
e indirecta a la reduccion del H,0, y a la peroxidacion lipidica, reacciones que son
catalizadas por la GPx (Jones et al., 1981; Sies, 1985; Wefers y Sies, 1983).

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

GR. El producto de la actividad de ambas enzimas se presenta asi:
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2 GSH + ROOH GPx -+ GS88G-H,0+ROH
GSSH + NADPH+H GR -~ 2GSH + NADP*

Cada molécula que es oxidada por la GR corresponde a una molécula de hidroperdxido
{ROOH;) reducido por la GPx. Por o tanto se puede determinar la actividad de esta enzima
midiendo la disminucion de la absorbancia del NADPH a 340 nm. La GR cataliza la
reduceion del GSSG por NADPH. El papel de la GR es aumentar la disponibilidad de GSH
para su reaccion con radicales libres y perdxidos (Bompart et al., 1990},

Como se dijo anteriormente, el GSH juega un papel importants en la transduccion de
seriales, en |a expresion génica y en la apoptosis. Puede detoxificar radicales libres par
vias no enzimaticas, p.e. participa en la defoxificacion de drogas con grupos funcionales
gue reducen parcialmente al oxigeno molecular. La medicion del GSSG es uno de los
mejores marcadores de la generacion de oxiradicales de forma droga-dependiente. Ei
GSH esta involucrado en otros procesos metabolicos, como sl mantenimie_nto de
comunicacion intercelular, el transporte intracelular del cobre y es un cofactor de enzimas
endiversas vias metabolicas. Participa en [a regulacién del estado redox de los disuliuros
en las proteinas al igual que otros tioles como 1a tioredoxina y glutaredoxina. Ei GSH esta
sujeto a cantrol hormonal, y a su vez puede modular |a expresidn 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 Kliyubin, 1999),

3.7 PARTICIPACION EN LA DESTOXIFICACION

Tanto el GSH como su maquinaria enzimatica 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 mamiferos se han detectado
concentraciones bajas pero significativas en plasma de GSH (Anderson y Meister, 1980,

Leus et al., 1997). Este GSH podria funcionar manteniendo el estado redox en los tioles
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de las proteinas plasmaticas, asi como en la proteccion contra los radicales libres en los
sitios de inflamacion en drganos y sistemas. El drgano principal de exportacién de GSH
hacia el plasma es el higado, en tanto que el rifidn se encarga de eliminar este tiol de la
circulacién participando en el recambio interorgano. Sin embargo, durante el esirés
oxidativo varios drganos, ademas del higado, exhiben un aumento en la liberacion de
GSH. Entre estos drganos se encuentran el pulmdn, “el corazén y el sistema
hematopoyetico {(Anderson y Meister, 1980; Leus et al., 1997).

El sistema glutation suele ser la primera linea de defensa contra el dafio tisular generado
por electrdfilos metabodlicos o administrados. La alquilacion de los metabolitos
electrofilicos o la reduccion de ROS se han considerado como los mecanismos principales
de accion del GSH. La alquilacion va seguida de la excrecion de los conjugados, cuando
la excrecion de GSH supera su produccidn, hay un dafio tisular.

En ia oxidacion de GSH a GSSG por efecto de farmacos con grupos funcionales, que via
reacciones enzimaticas pueden transferir 1 6 2 electrones al oxigene molecular, se llega
a generar gran cantidad de ROS en tejidos, adn cuando las reductasas contindan activas.
La velocidad de generacion de oxiradicales se estima por los cambios en la velocidad de
flujo del GSSG. (Ziegler, 1991},

La glutatidn transferasa es la enzima mas importante en la actividad de reduccion de
nitratos organicos en el higado. Los nitratos producen glutation sulfenil nitrito que
reacciona con otra molécula de GSH para formar GSSG + NO,+ H* (Ziegler, 1991). _
El aumento en la tasa de liberacion de GSH hepatico contribuye a |a funcion de proteccion
al estrés oxidativo en los sitios extrahepaticos. En la rata, a! inicio del ejercicie fisico hay
un aumento de GSH plasmatico en forma simu.lténea auna disminucion de GSH hepético
(Lew et al., 1985). Lo anterior sugiere un abastecimiento de GSH al misculo en estado
de estrés (Lew et al., 1985; Kim, et al., 1996). La disminucion de GSH suele corresponder
con aumentos de concentracién de GSSG, lo que hace que cambie la relacion entre
ambas formas de glutation, esta relacion se ha considerado como un marcador de estrés

oxidativo en diversas especies (Halliwell y Gutteridge, 1998).
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3.8 EL. GSH EN L.OS CRUSTACEOS

Poca es el trabajo que se ha realizado con crustaceos, aunque los primeros reportes
datan de 1936 (Monier, 1936). Este autor encontré pequefias conceniraciones de GSH y
GSSG en la hemolinfa de la langosta. Recientemente se han observade cambios en las
concentraciones de GSH del hepatopancreas de FP. clarkii expuesto a estrés toxico (Almar
et al., 1987; Blat st al., 1988; Nies et al., 1891; Almar et al. 1998), La dinamica de este
sistema debe ser un buen indicador de los mecanismos que permiten & 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 F. digueli (Prieto-Sagredo, et al,, 2000). Lo anterior
demuestra que los acociles son capaces de desarrollar mecanismos antioxidativos como
respuesta a la oxidacion producida por luz, Se ha demostrado que la conﬁposicién de
écido-s grasos en las membranas de las células fotorreceptoras de P. cfarkif varia duranie
los periodos de estrés térmico o fético, y existe un incremento de lipidos peroxidados
durante la exposicidn a luz brillante (Kashiwagi et al., 1997).

En el acocil £. cfarkii se ha demostrado un ritmo endégeno de melatonina en el tallo ocular
(Agapito et al.,1995).EI ritmo enddgeno de melatonina en el polle parece modular ritmos
diarios de GPxy GR. {Pables et al., 1998). Esta hormona aumenta la actividad de la GPx
en diversos tejidos del pollo. Estos autores reportaren la desaparicion de estos ritmos
después de la exposicidon de los organismos a Juz censtante durante varios dias, Ya hace
tiempo, un grupe meaxicano habia reportade cambios ritmicos diarios en componentes del
sistema glutation en la corteza cerebral de rata (Diaz-Mufioz 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; Li et al, 1997},
particularmente en el estado de GSH y actividad de SOD en plasma de ratones y ratas.
Sinembargo, y a pesar de su posible correlacian con los ritmos endégenos de melatonina,

en el acocil no se han investigado ritmos enddgenos en el sistema glutation.
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4. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Los organismos recurren a la informacion fotoperiodica (duracidn de |a fotofase en un ciclo
de 24 h) para el control estacional del desarrollo y la reproduccion (Saunders, 1984). Las
respuestas fotoperiodicas de los animales (fotoperiodicidad) son resultado de la
interaccién entre el sistema circadiano y los cambios en la duracidn del dia debidos al
maovimiento de translacion terrestre; este fendmeno es mas evidente en las especies
templadas, mientras que en las ecuatoriales la fotopericdicidad estd amortiguada
(Pittendrigh y Minis, 1964; Saunders, 1984; Thomas y Vince-Prue, 1997). Estos cambios
ciclicos en la cantidad de Iuz, someten a fos organismos a estrés fotoxidativo en forma
pericdica produciendo cambios en el estado antioxidante de los mismos (Thomas y Vince-
Prue, 1997). La duracion de [a fotofase se ha considerado como una presion de seleccidn
(Pittendrigh, et al., 1991). Se han reportado cambios estacionales en la concentracién de
melatonina, una hormona clave en la respuesta fotoperiédica de los organismos, y que
éctl.’ta también como antioxidante y como modulader de la actividad de [as enzimas del
sistema glutation (Hardeland et al., 1995; Pablos et al.,, 1998).

En el acocil, un animal nocturno, se ha documentada la existencia de ritmos circadianos
gue pueden producir alteraciones en &l estado oxidative interno, eriginando fluctuaciones
endogenas en los sistemas de defensa antioxidativa {Fingerman 1955; Rice y Armitage,
1974, Fanjul-Moles et al., 1998). En las especies de acocil P. clarkii y P. digueti se han
demostrado cambios interespecificos en el estado del sistema glutation relacienados con
lairradiancia y longitud de |a fotofase de los ciclos luz -obscuridad. Eslos cambios parecen
estar relacionados con las caracteristicas ecoldgicas de cada especie y su tolerancia a la
luz {Prieto-Sagredo et a., 2002). Procambarus cfarkii es una especie gue enfrenta cambios
extremos en la longitud del fotoperiodo {5-22 h) durante el afio. En cambio, F. diguefies
una especie cuya distribucién ecuatorial, lo somete tan sélo a cambios anuales de 1 hde
diferencia en el fotoperiodo a lo largo del afio (Huner, 1988; Fanjul-Moles et al., 1998). Si
ambas especies poseen ritmos circadianos en el ciclo glutatién, probablemente las
caracteristicas de los parametros de [os ritmos, asi como su capacidad de sincronizacion

presentaran diferencias interespecificas.
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5. HIPOTESIS

1.- Las especies de acocil P. clarkii y P. digueli presentaran ritmos circadianos en las
enzimas y productos del sistema glutatién.

2.- Debido a las diferencias ecoldgicas y |atitudinales de ambas especies, la manifestacion
y sincronizacion de los ritmes seran distintas. En condiciones de ciclos LO 12:12 que
imitan una fotofase ecuatorial, las dos especies se sineronizaran tanto en baja como en
alta irradiancia. En condicién experimenta'l LO 20:4 que imita una fotofase latitudinal,
Unicamente P. clarkii presentard ritmos capaces de sincronizarse. La alta irradiancia
producira un amortiguamiento en la amplitud de jos ritmos.

3.- Las condiciones de alta irradiancia y fotofase larga producirdn una mayor foto-
oxidacion, por lo que se espera gue se incremente la actividad de las enzimas y cambios
de las concentraciones de los sustratos/productos. Esto se reflejara en cambios en el

mesor y en la amplitud de los ritmos de los parémetrbs del sistema glutation.

6. OBJETIVOS
General:
Caracterizar los ritmos circadianos en el sistema glutation de dos especies de acecil con
diferente distribucién iatitudinal.
Particulares:
Describir los ritmos endégenos en la actividad enzimatica de la GPx y de la GR en ¢l
hepalopancreas, asi como en la concentracion de GSH y GSSG en el hepatopancreas y
en la hemelinfa en cada especie.

. Caracterizar, para cada especie, la capacidad de sincronizacitn de estos ritmos en dos
condiciones de ciclos LO con distinta duracion de la fotofase y diferente irradiancia.

Analizar [as diferencias interespecificas en los ritmos.
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7. METODOLOGIA

7.1 ANIMALES

Se utilizaron 150 acociles de la especie Procambarus clarkiiy 150 de Procambarus digueti,
procedentss de Chihuahua (Latitud 27°45' N) y Zamora, Michoacan (Latitud 19°98' N)
respectivamente. Los animales, de ambos sexos, se encontraban en intermuda y eran de
peso y talla homogenea.

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 |a
luz), cen una temperatura de 20-22°C. Los animales estuvieron en acuarios con filtro
bielégico durante dos semanas antes de ser colocados en las condiciones experimentales.

7.2 CUANTIFICACION DE LOS PARAMETROS LUMINOSOS

En las condiciones experimentales, la duracidn de la fotofase se fijo en 12y 20 h. Lo
anterior es el resultado de la siguiente consideracion: que la fotofase del verano natural
en la parte central de México es de 13 h y en Chihuahua es de 16 h, las 20 h de luz
constituyen un fotoperiodo extremo de verana para ambas especies (Fanjul-Moles et al.,
1898). Para cada fetofase se fijaron 2 diferentes valores de irradiancia; alta irradiancia de
2.826 Wm* que es un valor cercano al méximo observado para ambas especies al medio
dia, al que se le llamé alta irradiancia (Al) y baja irradiancia (Bl) de 0.043 Wm? semejante
al de las horas crepusculares. La condicidn LO 12:12 Bl se considerd como control,

Se utilizaron lamparas de neodn controladas par un “timer" con el encendido de luz a las
0700, fa irradiancia se calibrd con un fotoradiémetro con un sensor esférice submarinoe
(Licor Models, Li 189, LI 193SA, Lincoln, Nebraska).
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7.3 DISENO EXPERIMENTAL

Se formaron 5 lotes experimentales de 30 animales de cada especie gue se somatieron
a las diferentes combinaciones de fotopericdo e irradiancia durante 14 dias (Tabla 3).
1) LO 12.12 (0.043 Wm?) Bl; condicién control

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

3)LO 12:12 (2.8 wm?) Al;

4)LO 20:4 BI;

5)LO 20.4 Al

Tahla 3. Disefio experimental de fotoperiodo e irradiancia.

P. clarkif (n) | P. digueti (n) | FOTOPERIODO | IRRADIANCIA
30 30 12:12 Bl
30 30 0:24 | oo
30 30 12.12 Al
30 30 20:4 Bl
30 30 | 20:4 | Al

Eneldia 15 se sacrificaron 5 animales cada 4 h, durante unciclode 24 h (0, 4, 8, 12, 16
y 20 h). Se exirajeron 100 ul de hemolinfa y el hepatopancreas completo. La hemoalinfa se
colaocd en &cido tricloroacético (TCA) al 10%, el hepatopancreas se dividio en mitades
colocando una mitad en 1 ml de buffer de fosfatos con EDTA, pH B, y la otra mitad en 1
mlde TCA 10%, ambas partes se homogenizaron inmediatamente. Todas las muestras se
congelaron de inmediato hasta el momento en que se realizaron los ensayos bioguimicos.
La influencia de la foto oxidacion sobre el sistema glutation se evalud retacionando los
cambios en el valor de actividad promedio de las enzimas a lo largo del dia, o bien en el
valor de concentracion de GSH, GSSG vy la relacion GSH/GSSG con las condiciones de

luz.
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7.4. CUANTIFICACION DE LOS PARAMETROS DEL SISTEMA GLUTATION.
CONCENTRACION DE GSH Y DE GSSG (Hissin y Hilf, 1976},
La determinacion canfiable de glutation en muestras bioldgicas depende en gran medida
del tratamiento apropiado para la muestra, Generalmente |a concentracion de GSSG es
muy baja comparada a la de GSH. Para prevenir la oxidacion artificial del GSH durante
la manipulacidn de muestras se usan agentes como la N-stiimaleimida (NEM),
2-vinylpiridina (2-VP) o acido iodoacético (I1AA). Se prefiere al NEM debido a su velocidad
de reaccion (1 min. vs 20 a €0 del 2-VP o 15 min. del IAA}.
El &cido tricloroacético {TCA), metafosforico, sulfoacilico, picrico y perclorico se utilizan
en la precipitacion de proteinas. La piecipitacion de proteinas por tratamiento con TCA y
el atrapamiento del GSH con NEM se hizo en forma simultanea, truncando el ‘metabolismo
 del GSSG vy la autooxidacion del GSH instantdneamente.
Las muestras se descongelaron y se centrifugaron a 3 mil rpm durante 10 min a 4°C y se
realizo la determinacion respectiva.
Para la deferminacion de GSH se tomaron 50 pl de muestra, se afiadid 100 yl OPT
(preparada el dia del ensayo) el volumen se llevd a 2 ml con buffer de fosfatos con EDTA
pH 8, se incubd durante15 min en oscuridad y se leyd en un fluordmetro calibrado
previamente con una curva control de GSH elaborada &l mismo dia.
Para la determinacion de GSSG se tomaron 50 pl de muestra a los que se anadié 20 pl de
NEM {solucion preparada el dia del ensaye), y se incubd durante 30 min en oscuridad,
después se afiadio 100 ul OPT y el volumen se llevd a 2 mi con NaOH 0.1 M, se incubd
durante 15 min en oscuridad y se iey6 en un fluorémetro calibrado previamente con una

curva control de GSSG elaborada &l mismo dia.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE GR Y GPx ( Bompart et al., 1990; Paglia y
Valentine, 19689). '

Giutation Reductasa: Se tomaron 30 pl del de hepatopancraas, se adicionaren 150p1 de
agua desionizada, como agente de trabajo 800 pl de GS3G 0.44 mmolfl en buffer de
fosfatos dipetasico 0.1 pH 7.0 EDTA 3 mmol/l y come agente de inicio 20 ul NADPH 3.6
mmaol/f ] en buffer de fosfatos dipotasico 0.1 pH 7.0 EDTA 3 mmal. Los agentes de trabajo
y de inicio se prepararan siempre el mismo dia del ensayo.

Glutatién Peroxidasa: Se tomaron 30 uI del hepatopancreas, 3 ml de buffer de fosfatos
dipotasico pH 7.4, 50 mmol/l; NaN,, 1 mM, y EDTA 1 mM y KCN, GSH 1mM; NADPH 0.2
mM y GR, 1u/ml unidades (10 mg/ml). Como agente de inicio se utilizaron 30 pi perhidrol
0.25 mL.

Ambos ensayos se leysron a 340 nm ¥ Ia actividad de las dos enzimas se exprest eemo
pmol NADPH oxidado por gramo dé proteina por minuto usando el coeficiente de extincion
de! NADPH de 6.2 mM7ecm™. La concentracion de proteinas se determing de acuerdo al
método de Bradford (1876).

7.5 ANALISIS DE DATOS

Con el objeto observar ias variaciones temporales de ia concentracion de GSH, de GSSG
y de la actividad enzimatica en un ciclo de 24 h, se elaboraron cronogramas construidos
a partir de! valor promedio de los 5 animales sacrificados por hora £ error estandar.
Para estimar el ritmo circadiano se realizé un anélisis de cosinor simple {Halberg et al,
1977; Nelson et al., 1979) con el programa DISPAC (Digital Analysis Applied ta
Chronobiolcgy) desarrollado en el Instituto de Fisiologi_a Celular, Universidad Nacional
Autonoma de México (Aguilar-Rablero, et al., 1997) y el programa COSENA (Ana Amelia
Benedito Silva, version 3.1 1996). Usando un periodo de prueba (), el anéliéis de Cosinor
ajusta |os datos a una onda cosinusoidal y proporciona un dato objetivo al respecto de que
la amplitud del ritmo es diferente de cero, ademas de proporcionar atros estimadores como
son la acrofase, el mesor la amplifud y el porcentaje de ritmo (PR). La acrofase es el

tiempo en el que se alcanza la cresta de la funcién de la curva que mejor ajusta, El mesor
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(M) es el valor alrededoar el cudl oscilan los datos, cuando el intervalo de muestres es
constante, M es igual a |a media aritmética de la oscilacion ritmica. La definician fermal de
M es la media ajustada del ritmo. E! periodo es la duracién de un ciclo completo de la
oscilacion y se expresa en unidades de tiempo y la amplitud (A) es igual a la mitad de la
diferencia entre los valores maximos y minimos de la oscilacion; PR es el porcentaje de
los datos incluidos en el limite de confianza de 95% de la funcidn cosenoe con mejor ajuste
{Reinberg and Smolensky, 1983). Se probaron diferentes perfodos para el andlisis
temporal de las variable medidas.

Con el objetivo de comparar crestas y valles de 1as oscilaciones que no fueron
significativas para Cosinor, se realizd la prueba de t de Student. En la descripcion de
resultados solo se mencionan aquellos analisis que resultaron significativos con esta
prueba.

Se computaron analisis de varianza de unay dos vias para determinar posibles diferercias
estadisticas intra e interespecificas entre los parametros del ritmo (mesor).

Para determinar las caracteristicas de sincronizacion de los ritmos para cada especie se
utilizé estadistica circular, la prueba de Rayleigh y la prueba ds V. Estas prusbas arrojan
evidencia significativa del agrupamiento de las fases hacia una direccion predsterminada
(Baschetlet, 1983). A partir de las acrofases (o momentos dados en un fendmeno ciclico)
se calcula un vector medio (r} cuyo tamafio da una indicacion de unidireccionalidad. Para
muestras de una distribucién uniforme, r es pequefia. Si r es suficientemente grande la
hipétesis de que hay una distribucion aleatoria puede ser rechazada a favor de una
direccion de preferencia (prueba de Rayleigh). Cuando s& espera que exista una direccion
preferida (en este caso el encendido © apagado de ia luz), se compara esta con rde los
datos. Cuando los angulos observados y los esperados son semejantes, u es cercana a
1, si son diferentes v serd mucho menor a 1 (prueba de V).

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

analisis estadistico de los datos.
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8. RESULTADOS

8.1 CAMB!OS CIRCADIANOS EN LOS PARAMETROS DEL SISTEMA GLUTATION DE
Procambarus clarkii

Los cronogramas resultantes de los cambios temporales diarios des la actividad enzimatica
de la GR y de la GPx, asi como &l de las concentraciones de GSHy de GSSG y la relacion
GSH/GSSG en el hepatopancreas en condiciones LO 12:12 con Bl (control) y después de
72h eﬁ oscuridad eonstante (00) se muestran en la figura 2. En la Tabla 1 se presentan
los resultados del anélisis de Cosinor simple. En la condicién centrol ia actividad mé-xima-
ds ambas enzimas se prasentd durante [a escotofase (GR, 00 h; GPx, 0400 h) (Fig. 2A).
La GR oscilé con un ritmo bimadal, mostrando un segundo pico a las 1200 h, en la
fotofase; en tanto que la GPx oscild con un ritmo unimodal. El anélisis de Cosinor reveld
que las oscilaciones de ambas enzimas tuvieron ritmos significatives en LO (GRt=12h;
GPx =24 h). Después de que las organismos se mantuvieron en 72 h en QQ, &l ritmo
bimodal de GR persistio mestrando un aumento de actividad gue se reflgjo en &l pico de
{as 1200 h y aumenté 1.7% por encima del valor encontrado en LO (Fig. 2D). El caracter
circadiano de este ritmo se hizo evidente debido al cambio de fase del pico de las G0 h,
gue mesird un avance de fase de 4 h y cuyo valor aumenté 20% por encima del valor de
LO. En estas condiciones se incrementd también el mesor del ritmo de la GPx aungue su
oscilacion se mostrd amortiguada. Ambas tuvieron ritmos en OO0 que se gjustaron a t=24
h, Unicamente el ritme de actividad de la GR fue significativo.

£n LO las concentracicnes de GSH y de GSSG mostraron oscilaciones amortiguadas, en
las que &l pice maximo de GSH a las 0800 (1012.1 £ 333.5 uM) precedio al de GSSG a
las 1600 {347 .1 + 33.83 uM) (Fig. 2B). Sin embargo, después de 72 h en OO0 (Fig. 2E)}, el
patron ritmico cambié y las oscilaciones se hicieron mas evidentes mostrando una relacion
en espejo. El zenit de la oscilacion de la concentracion de GSH a las 00 h coincidid con
el nadir de la oscilacion del GSSG. El andlisis de Cosinor sugirid que el ritmo de GSH
calculado para los animales en LO presentd un ritmo diario con © = 24 h (PR 40.3%,
acrofase a las 18.31 h}, mientras gue los animales en oscuridad constante presentaren
un ritmo bimodal con t= 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 QO (PR 47.6%, acrafase en 2.4 h; PR 38.5%, acrofase 6.47 h, respectivamente).
La relacion GSH/GSSG oscild con = 12 h tanto en LO como en 0O (PR 69.5%, acrofase
a las 8.7 h; PR 64.3%, acrofase a las 0.02 h, respectivamente) enfatizando la oscilacion
bimaedal de estas pardmetros (Fig. 2C y F). Las oscilaciones de la relacion GSH/GSSG se
encontraren significativas para el Cosinor.

En la figura 3 se presentan los cronagramas de la coneentracion de GSH y de G85G y la
relacién GSH/GSSG en la hemolinfa. En fa Tabla 1 se presentan los resultados del
andlisis de Cosinor simple. Estas variables fluctuaron con oscilaciones bimodales diarias
tanto en LO como en O0. Los cronogramas de la concentracion de GSH y de GSSG (Fig.
3A y C) muestran [a relacién temporal de estas oscilaciones en ambas condiciones
experimentales. El analisis de Cosinor sugirié que la concentracidn de GSH posee ritimos
cont= 12 henLO y en QO (PR 66.4%, acrofase a ias 3.03 h, PR 40.7%, acrofase a las
7.2 hrespectivamente), en tanto que para la concentracion de GSSG, en LO se encontré
gquet=24hyen 00 t=12h (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 relacion GSH/GSSG oscilé de forma amortiguada,
mientras que en candicion de oscilacién espontanea mostrd una oscilacion robusta con
un patron unimodal (Fig. 3B y D). El andlisis de Cosinor sugirid para la relacién
GSH/GSSG en LO unat=12 hy para 00 una t = 24 h (PR 40.2%, acrofase a la 1.78 h,
PR 87.5%, acrofase a las 2.9 h, respectivamente).
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8.2. EFECTOS DEL INCREMENTO EN LA IRRADIANCGIA Y FOTOPERIODO SOBRE
LOS RITMOS EN Procambarus clarkii.

Hepatopancreas. En LO 12:12 con Al, ambas enzimas presentaron ritmos unimodales y
en fase (Fig. 4A). Cosinor reveld un ritmo significativo de actividad de GR {Tabla 1). En
el fotoperiodo de 20 h, este ritmoe se mantuvo unimodal en tanto que e} de actividad de Ia
GPx se mostro bimedal. Estes ritmos, no fueron significativos en el andlisis de Cosinor
(Fig. 4D); sin embargo, |a prueba de t de Student encontrd diferencias significativas entre
la cresta y valle del ritmo en |a actividad de ambas enzimas (GRt=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
bimodales y en fase (Fig. 4G). La primera cresta sé presentd en el escotoperiodo a las
0400 h y |la segunda a las 2000 h, 12 h después del encendido de |a luz. El analisis de
Casiner no reveld ritmos significativos, pero la prueba de t de Student mostro diferencias
significativas entre [a cresta y valle del ritmo de actividad de la GPx (t = 2,41, P < 0.06).
El ritmo de |a concentracién del GSH se mantuvo unimodal con cambios en &l masar, y la
concentracion del GSSG presentd una oscilacién amortiguado con valores de mesory de
amplitud semejantes a la condician control (Fig. 4B, E y H). E! fotoperiodo de 20 h con Bl
y Al produjo adelantos en la acrofase del GSH, mientras que el GSSG la mantuvo cerca
de fas 0400 h. El analisis de Cosinor reveld que la oscilacion de la concentracion de GSH
en estas condiciones fue significativa con t =24 h (PR 89.8%, 79% y 90.5%). La prueba
de t de Student mestré diferencias significativas entre la cresta y valle del ritmo de la
concentracidn de GSSG (t = 3.9, P < 0.05).

La relacion GSH/GSSG presentd un ritmo unimodal en las condiciones experimentales
{Fig. 4C, F e |). Ei andlisis de Cosinor mostrd que ia oscilacion en LO 20:4 con Al fue
significativa {(t = 24 h, PR 79.7% acrofase a las 16.16 h) (Tabla 1). La prueba de t de
Student revelé diferencias significativas entre la cresta y valle del ritmo de la relacion
GSH/IGSSG (t =275, P<0.05) en LO 20:4 con BL
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Hemolinfa. En el LO 12:12 con Al las concentraciones del GSH y del GSSG mantuvieren
ritmos bimodales significativos, incrementandose el PR de estos ritmos {(GSHt=12h, PR
£8.9%, F=19.8, P < 0.05; GSSG t = 12 h, PR 50.8%, F=25.19, P<0.05) (Fig. 5A). Esta
candicién afectd al ritma de la relacion GSH/GSSG, el cual se encontré amortiguado con
decremento del mesor y de'la ampl.itud (Fig. SB}(Tabla 1).

En la condicion LO 20:4 con Bl la concentracién de GSH y de GSSG presentaron ritmos
significativos unimodales y bimodales (Fig. 5C) (GSH t = 24 h, PR 82.2%, F= 48.47,
P<O'.05; GSSG r=12h, PR 78%, F=39.46, P<0.05). La relacién GSH/GSSG oscilo con
un ritme unimadal (Fig. 53D}, no signi'ﬁc,ativo para el Cosinor; perorsi pa'ré la pruebé det
de Student que reveld diferencias significativas entre ia cresta y valle del ritmo (t=3.8, P
< 0.05). '

En la condicién L.O 20:4 eon Al las concentraciones del GSH y del GSSG mostraron
ritmos bimodales y unimodales, en antifase (Fig. 5E), mientras que la relacion GSH/GSSG
mostro un ritmo bimadal es_tadisticamente_sign'rficatim (Fig. 5F). Lapruebadetde Student
mostré diferencias significativas entre la cresta y valle de los ritmos de la concentracion
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 analisis de Cosinor simple de los cronogramas de (a aclividad de GR and GPx
y de concentracién de GSH, GSSG y relacion de GSH/GSSE en hepatopancreas y hemolinfa de P.
clarkii bajo las condiciones control y experimentales.

Variable Perlodo (h)  Mesor (mM) _ Amplitud {mM) Acrofase (h) PR (%)

1212 Bl GR* 12 375.4£ 13,11 118.9 10.58£ 0.4 66.2
GPxt 24 405.80 + 13 70.3 33+0.76 B4.4
GSH 24 841.3 £ 27.29 145.23 18.31 £ 0.42 40.3
GSSG 12 260,21 £ 7.87 48.58 2.4+0.34 478
GSHIGSSG** 12 3,55+ 0,118 1.1 8.7%0.5 69.5
72h 00 GR™* 24 441893 + 17.78 182.61 1370 % 0.20 71,5
H GPx 24 0.49+ 0,03 59.3 8+0.76 57
E . GSH 12 210.64 £ 39.97 30.59 261£0.23 43,7
P GSSG 12 40.73 £6.27 34,18 B.47£0.5 8.5
A GSHIGSSS 1T 12 6B.1 £ 9.38 81,67 0.02 + 0.43 64,3
T 1212Al GR I 24 1.03 %022 516 1288+ 0.3 88
o] GPx 24 1.74 £ 0,36 625 13.67 + 0.63 64.0
P GSHtt 24 1630.64 +207.03 445.47 15.44 ¢ 0,28 89.8
A G386 12 27108 17.8 21,36 2805 41.2
N ) GSH/GESG 24 616+ 1.73 0.63 15.52 + 0.49 51.0
c 20:4 LI GR - 12 0.813 £ 0.11 117 0,132 Q.51 39,3
R GPx 24 1,208z 0.23 437 11.842 0.76 54.8
E GEH § 245 515.70 + 56.23 94.9 7.87 + 0.58 79
A GSSG 12 201.35 £ 24.18 2739 - 435%076 30.8
s GSHIGSSG 24 3.17 + 1.05 1.71 12,12 * 0.39 62.5
20:4 H GR 24 1.08 + 0.2 3r7 20.22+ 0.76 54
GPx 24 1.86+0.24 420 21.03x 0,71 57.1
GSH || 24 633.18 + 94.52 204.55 3.5+ 026 20.5
GSSG 12 216.45 £30.18 48,18 414+ 031 B3.5
- GSHIGSSGY 24 2,88 0,51 1.03 16.14 * 0.25 79.7
1212 Bl G8H:: 12 11437 £ 2.11 18,21 3.03t0.4 B6.4
GS5G 24 50.83 + 1.26 9.69 5.24 +0.39 58.5
GSHIGESE 12 235005 0.24 1.78+ 0.42 40.2
H 72h00 GSH 12 855 4,42 28.6 72+03 40.7
E GS5G 12 14.12 + 0.57 2.8 6.9%033 37.5
M GBHIGESG::: 24 6.4 % 9,38 3.8 2.4 041 97.5
0 12142 HI GSHf* 12 59.92£ 15 34,15 6.47 £ 0,45 58.9
L GSSG 12 178.63 £ 35 83.66 3.88+0.33 50.8
1 G5SHIGSSG 24 0.62 + 0.47 0.47 6.77 2 0.55 48.4
N 20:4L GSH§* 24 106,27 £ 17 21.37 13.3+0.38 2.2
F GSSG 12 149,51 + 37 84.57 7.87 021 79
A GSHIGRSE 24 1.22+0.34 D.76 14.92 + 0.43 7.5
20:4 HI GSH 12 62,27 £12 1B.76 88046 44.8
G886 24 4672+ 8 15.3 4.3 £0.76 54.4
GSHIGSSG T 11.5 1.75 + 0.46 . 0.064 0.7+0,18 64.7

Los valores son medias + ES. Los simbolos marcan cuande la amplitud difiere significantivamente de cero
(P < 0.05); *F=20.57;1 F =20.57; ** F =23,93; “* F= 26,37, 11F=23.93 $ F=77.21;1t F=9276;§ F =
9017, || F=99.07, YF = 41.11; = F= 20.73; ::: F=400.28; 1* F =19.9, }* F=25.19; §* F = 4847, ||"F =
39.56; [ F=23.44.
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8.3 CAMBIOS CIRCADIANOS EN LOS PARAMETROS DEL SISTEMA GLUTATION DE
Procambarus digueti

En la figura 6 se presentan las cranogramas resultantes de los cambios temporales diarios
en la actividad enzimética de la GR, GPx, |la concentracidn de GSH, del GS5G y la
relacion GSH/GSSG, en hepatopancreas.

En la condicidn LO 12:12 con Bl {control) la actividad maxima de ambas enzimas se
presentd en el escotoperiodo (GR 0400 h; GPx 0000 h) (Fig. BA). La aclividad de la GR
oscilé de manera bimedal con una segunda cresta a las 1200 h, en cambio la de la GPx
muestra una oscilacion unimodal. Después de permanecer durants 72 h en 00, la
actividad de la GR se presenta unimodal, con !a cresta a las 1600 h, un valor del doble det
encontrado en LO. La actividad de 1a GPx presentd un evidente ritmo unimodal cen el
Zenit a las 1200 h y &l nadir a las 2400 h; en este caso, el mesor de la oscilacién se
duplicé (Fig. 6D).

Las concentraciones del GSH y del GSSG presentaren oscilacionss bimodales en LO con
los picos a las 0400 y 2000 h (Fig. 8B). En OQ la concentracion del GSH mostrd un riimo
unimodal con el valor maxime a las 0400 h y la del GSSG mantuvo el caracter bimodal con
los picos maximos a las 0400 y 2000 h. {Fig. 6E). Esio origind que la relacion GSH/IGSSG
se mostrara bimodal-en LO y QO (Fig. 6C vy F) conlos pieos a las 1200y 2000 en LO y 12-
1600 y 0000 h en QO.

Enlafigura 7 se presentan los cronegramas resultantes de los cambios temporales en la
concentracion de GSH, de GSSG y de |a relacion GSH/GSSG en la hemolinfa. El GSH
presentd oscilaciones bimodales en LO y en OO con los picos a las 0400 y 2000 h (Fig.
7Ay C) duplicando el valor de mesor y triplicando la amplitud. La cencentracion del GSSG
mostré un ritmo con caracter bimedal en LO y 00, con los maximos en LO a ias 1200 y
2000 h; y en QO a las 00 y 1600 h. La relacién GSH/GSSG se presentd unimadal en LO
con |a acrofase en la escotofase (0400 h) y bimaodal en Q0 con méximos a las 0800 y

1600 h. También en este ritmo se incrementa sl mesor.
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El analisis de Cosinor reveld que unicamente el ritmo de la actividad de la GPx se ajustd
a 1= 24 h con una amplitud significativa (PR = 73%, F = 28.8). Los resultados de este

analisis se muestran en la Tabla 2.

8.4. EFECTOS DEL INCREMENTO EN LA IRRADIANCIA Y FOTCOPERIODO 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
fotoperiedo sobre los ritmos del sistema glutation en hepatopéncreas y en hemolinfa.
Enla Tabla 2 se presentan los resultados de! andlisis de Cosinor de las condiciones LO
12:12 con Al, LO 20:4 con Bl y LO 20:4 con Al

Hepatopancreas. En condicion LO 12:12 con Al, la oscilacion de actividad de |la GR mostrd
un patron bimadal mientras que la de la GPx lo mostré unimodal, ambas oscilaciones
presentaron la cresta durante & fotoperiodo (14 v 16 h, respectivamente){Fig. BA). Apesar
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 acrofasaes en el fotoperiode. Hay un aumento en la amplitud y del PR al comparario
con las eondiciones experimentales anteriores (GR PR=92.4% y 89.4; GPx PR=86.7% y
71%, respectivamente) (Fig. 8Dy G).

En LO 12:12 con Al la concentracion del GSH y la de! GSSG presentaron oscilaciones
bimadales y unimodales, (Fig. 8B) con valores semejantes a los de la condicion control,
aunque no estadisticamente significativos para Cosinor. Sin embargo, la prueba de t de
Student revelé diferencias significativas entre cresta y valle de la oscilacion de la
concentracion del GSH (t=5.24, P<0.05).

En las condiciones de fotoperiodo de 20 h con Bl (Fig 8E), las dos formas de glutation
presentaron oscilaciones amartiguadas no significativas. En [a condicion LO 20:4 con Al
tanto como el GSH come el GSSG presentaron oscilaciones robustas con acrofases
cercanas y el mayor PR de todas las condiciones experimentales (GSH PR=83.9%,
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 relacion GSH/GSSG mostrd un ritmo bimodal que mantuvo las crestas a las 1200y a
las 2000 h en LO 12:12 con Al y en 20:4 Bl (Fig. 8B y F). En LO 20:4 con Al el ritmo de la
relacion GSH/GSSG presentd un adelanto de fase de 4 h. Aungue este ritmo no fue
significativo para Cosiner pero si lo fue para la prueba de t de Student (12:12 con Al
1=2.48, P<0.05, y 20:4 con Bl 1=3.85, P<D.05).

Hemolinfa. Las oscilaciones de la concentracion de ambas formas de glutation fueren
bimodales tanto en LO 12:12 con Al como en LQ 20:4 eon 81 (Fig. Ay C). £n L0 20:4 con
Al estas osci'lacio‘n‘es fueroh unimodales. El anaiisis de Cosinor reveld ritmos significativos
cont=12hy 24 h (Tabla 2). La relacion GSH/GSSG presentd un ritmo unimodal tanto en
LO12:12 con Ai‘ como en LO 20:4 con Bl {Fig. 9B y D), en est4 tltima condicidn el ritmo
segjustéat=24hy PR=994% (Tabla 2). Nitese gue en LO 20:4 con Al esta oscilacion
se amortigud hasta desaparecer (Fig. @ F). En esta condicidn los valores de GSSG estén
por arriba de los valores de GSH, lo que resulta en que !a relacion GSH/GSSG presentd
una amplitud minima (Tabla 2).
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TABLA 2. Resultados del analisis de Cosinor simple de los cronogramas de la actividad de GR and GPx y
de concentracién de GSH, GSSG y relacion de GSH/GSSG en hepatopancreas y hermolinfa de P. digueli bajo
las condiciones control y experimentales.

Variable  Periodo (h)  Mesor (mM) _ Amplitud {mM) _Acrofase (h) PR (%)

12:12 B GR 12 0.9120.10 48253 18£033  60.7
GPx § 24 122 +0.85 336 08016  74.0
GSH 24 1000.04 £ 74.2 131.0 1555£068 61.3
GSSG 12 348.32 +20.1 36.97 3.5 +0.31 66
GgsH/Gssa 12 2.965 £0.22 0.288 98804  40.0
7200 GR 24 1.70%0.10 418.26 123+0.8 517
H GPx || 24 2184039 698 1382015  96.2
E: GSH 24 1464131 107.3  221.32 2343%0.78 534
P GSSG 24 438+ 151.15 235.0 2192073 560
A GSH/GSSG 24 492+0.8 1.04 11244031 364
T 1212 Al GR 24 0.72x0.18 189.26 141083 512
o] GPx 24 0.77 + 0.69 134.7 165100 64.2
P GSH 24 1111262138 24227 166066 613
A GSSG 12 358.19 &+ 18 30.47 199+041  50.3
N GSH/GSSG 24 328405 0.74 175202  40.9
¢ 20:4 BI GRT 24" 09772012 32128 347306 924
R GPx § 24 1.37 £0.18 217 81023  96.7
E GSH 12 757.51 38 59,75 8B+035 587
A GSSG 12 1761112 185 3.3+08 38.3
s GSHIGSSG 24 312404 0.68 14.41 £045 54,
20:4 Al GRT 24 071£0.15 365.187 13162075 89.4
GPx 1§ 24 1,25+ 0.18 385 10 0.53 71
GSH |||| 24  142608+195  505.86 23.66+0.15 96.9
GSSE 41 24 327.08 + 41 79.86 0.7£0.53 713
GSH/GSSG 24 478+06 - 0.85 20 + 0.54 46.1
12:12 Bl GSH T 12 110214 £7.15 15.78 234051 . 759
GSSG 24 81.24 £14.31 227 1724085  47.1
GSH/GSSG 24 2.01£0.58 1.07 447£031 6041
H 7200 GSH 24 207.57 £28.62 48.34 523+ 1 407
E GSSG 3 24  106.97 £43.82 88.71 239205 73.3
M GSH/GSSG 24 3.81£1.2 1.36 1324055 452
0 T122Al  GSH{T 12 112.26% 14 36.61 971203 664
L GSSG #1* 12 131.73 £ 18 4862 803 67.1
| GSH/GSSG .. 24 1.76 £ 0.13 1.006 3.5+ 0.21 51.1
N 204 Bl "GSH 24 5816 98 523%095  43.2
F GSSG §* 24 58.89 + 24 45.57 22394053 712
A GSH/GSSG ||* 24 262+0.8 212 2075+004 994
20:4 Al GSHY* = 24 2815 £ 14 20 42+048 752
GSSGSS* 24 109,75 + 18 47.28 108£025 913
GSH/GSSG* 24 0.54+0.13 0.21 B1£046 551

Los valores son medias + ES. Los simbolos marcan cuando la amplitud difiere significantivamente de cero
(P<0.05): §F=25447; | F=264.34; FF = 126.8; + F = 29.91; {F = 88.68; 11 F = 26.12; ||| F = 31.83; ¥
F=26.11; T*F=33.11; ' F = 28.85; 1" F =20.7: £* F =21.42, §*F =25.02; ||* F =98.63; T* F =31.83; §§*
F=1104. .
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8.5 DIFERENCIAS INTERESPECIFICAS

8.5.1 DIFERENCIAS EN MESOR, AMPLITUD Y PORCENTAJE DE RITMO

La figura 11 muestra la foto-reactividad del sistema glutation en hepatopancreas de F.
clarkii y de P. digueti. En la primera especie, la actividad enzimatica del sistema (Fig. 10A
y 'B) aumento debido al incremento de la iradiancia y al alargamiento del fotoperiodo,
come indica el aumento del valor del mesor de 1os ritmos con respecto al control (GR F =
541, P<0.05y GPxF =12.47, P < 0.05). Los cambios en 1a 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 €l PR disminuyd con el fotoperiodo largo.

Los cambios producidos por la luz enlos ritmos de la actividad enzimatica no se reflejaron
en los parametros de los ritmos de concentracion de los producfos {y/osustratos) (Fig. 10C
y D). Los parametros luminosos afectaron al detf GSH, gue mostrd diferencias significativas
en 1.0 12:12 Al, condicidén en la que duplicaron los valores del mesor {F = 18.7, P < 0.05)}
aungue no produjeron cambios significatives en el ritme de concentracion del G85G.

El efecto del fotoperiodo vy la irradiancia sebre [os ritmos del GSH y del GSSG se refigjd
en el aumento del mesor del ritmo de la relacidn GSH/GSSG (Fig. 10E) en la condicidn LO
12:12 con Al. Esta fue la tnica condicion en que el ANOVA de dos vias detecto diferencias
estadisticamente significativas cor respecto a |las otras condiciones LO (F = 5.2, P< 0.05).
La amplitud y &! PR del GSH aumentaron con los aumentos de irradiancia y longitud del
fotoperiodo (Tabla 1).

En el hepatopancreas de P. digueti (Fig.10F-1), el aumento en la irradiancia produjo un
decremenio en el mesor y enla amplitud de los ritmas de la actividad enzimatica (Fig. 10F-
G). El mesor del ritmo de |a actividad de {a GR ne presentd diferencias estadisticamente
significativas en relacién con el control, en fanto que el mesor de la GPx disminuyd
significativamente en LO 12:12 con Al (F = 9.48, P < 0.05).

Unicamente la condicion LO 20:4 con Bl produjo un decremento estadisticamente
significativo en el mesor de los ritmos de la concentracion de los productos (GSH F =9.13,
P <0.05y GSSG F = 10.46, F < 0.05){Fig. 10H-1).
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Figura 11.- Comparacitn de los valores de mesor de los parametros del sistema glutatién en
hepatopancreas de P. clarkii y de P. digueti en en {as diferentes condiciones LO. Letras diferentes
indican diferencias significativas intraespecificas y los astericos indican diferencias significativas
interespecificas comparando las mismas condiciones LO.
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En LO 20:4 Al, se incrementd significativamente e) valor dal mesar del ritmo de |a relacicn
GSH/GSSG (F = 5.3533, P < 0.05) (Fig. 10J).

La amplitud de (os ritmos de las enzimas y de los sustratos tendio a incrementar al
aumentar la irradiancia y el fotoperiodao de manera semesjante al aumento en e| PR {Tabla
2).

Enla hemolinfa de P, clarkii tanto la Concentracion del GSH (Fig. 11A) como la de| GSSG
(Fig. 11B) no parecen ser consecuencia de los cambios metabdlicos del sistema en el
hepatopancreas. El aumento de la iradiancia disminuyé e valor del mesor de a
concentracion del GSH (F = 21.86, P < 0.05), mientras que el mesor del ritmo de
concentracién del GSSG auments en LO 1212 Aty 20:4 B (F = 20.33, P < 0.05). La
amplitud del ritmo de 1a concentracion GSH sa mantuva sin cambio bajo lzs condicicras
LO, mientras que el de GSSG aumento su amplitud en LO 12:12 Al y 20:4 Bl y (2 relacidn
GSH/GSSG tiendia a aumentar fa amplitud y ef PR de su oscilacién con el fotoperiodo
largo (Tabia 1).

En la-hemolinfa de £. diguei el alargamiento de) fotoperiodo produjo un decremento en ef
mesor del ritmo de concentracién del GSH (Fig. 11D}, (GSH F =30.31, P< 0.05), en tanto
que el mesar dal ritmo de (a concentracidn del GSSG no presents diferencias significativas
{Fig. 11E). La disminucién del GSH se reflejd en el mesor del fitmo de la relacidn de
GSH/GSSG que mostré diferencias estadisticamente significativas en la condicisn LO20:4
con Al (F =7.02, P < 0.05). Los ritmos de GSH y de GSSG tendieron a aumentar su
amplitud en las condiciones LO experimentales con raspectoala amplitud de la condicion
centroi aunque la amplitud del ritmo de Ia relacion GSH/GSSG disminuyé particularmente
en LO 20:4 Al (Tabla 2)

En las condiciones de QQ en £, digueti se encontrd que ef valor de mesor de la actividad
enzimaticay de GSH y GSSG tanto en hepatopancreas como en hemolina fue mayor que
en P. clarkii. £l mesor de |a retacion GSH/GSSE de ambos tejidos fue menor en A. digueti
Que en P, clarkii (en hepatopancreas: GR F = 21.54, GPx F = 49.85: GSH F = 150.81;
GSSG F = 11.89; relacitn GSHIGSSG F =21.54; hemolinfa: GSHF =14.73 G8SG F =
8.17; relacion GSH/GSSG F = 5.19, en todos los casos P<0.01).
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Figura 12. Comparacion entre los valores de mesor del GSH, del GSSG y de la
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bajo condiciones de LO semegjantes.

33



"En la eendicion control (LO 12:12 con Bl) los hepatocitos de F. digueti parecen trabajar a
niveles enziméaticos mas elevados que los de P. cfarkii (el doble de actividad de GR y el
triple de GPx gue en P. clarkii), lo que se refleja en una concentracion mayor de GS3G
tanto en el hepatopancreas como la hemolinfa e indican un estado de oxidacion mayor en
esta aspecie (GR F = 2878, P < 0.05 v GPx F = 122,89, P < 0.05; GSSG de
hepatopancreas F = 5.21, £ < 0.05, y de hemolinfa F = 8.54, p < 0.05). Sin embargo el
meser de la relacion GSH/GSSG en los tejidos de ambas especies no mostrd diferencias
significativas.

Al incrementar la irradiancia, el hepatopancreas de P. clarkii presentd una capacidad
antioxidativa mayor que P, diguefi como lo indican los aumentos en el valor de mesor de
los ritmos de actividad snzimética (GR y GPX), v la relacion GSH/GSSG, vy valores
menores en el mesor del riimoe de concentracidn de GSSG (GPx F = 10.68, P < 0.05; GSH
F =7.65, P < 0.05; relacidn GSHIGSSG F = 12.37, P < 0.05; GSSG F = 20.64, P < 0.05).
Sin embargo, las oscilaciones de {a hemolinfa parecen reflejar un estado de oxidacion
mayor en esta especie qgue en P, digueti como lo indican menor valor del mesor de los
ritmos de la concentracion del GSH (F = 5.06, P < 0.05) y de [a relacion GSHIGSSG.
Ante la condicion LO 20:4 con BI, el sistema glutation del hepatopancreas de ambas
especies presentd valores similares de mesor para todos tos ritmos estudiados excepto el
ritmo de la concentracion del GSH, que fue menor en P. clarkii (F = 24.4, P<0.05). Enla
hemolinfa de esta especie el mesor da la concentracion de ambos productos fue menor
que el valor obtenido para P. digueti pero el mesor del ritmo de la relacion GSH/IGSSG fue
mayor (GSH F = 30.05, P < 0.05; GSSG F =4.88, P < 0.05, relacién GSH/GSSG F =5.04,
P < 0.05).

Al incrementar la longitud del fotoperiodo y la irradiancia (LO 20:4 con Al) el
hepatopancreas de F. cfarkil aparentemente presentd una mayor capacidad antioxidativa
que F. digueti, mostrando una mayor actividad enzimatica, (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 |a relacion
de GSH/GSSG menares en F. clarkii (F = 21.2, P< 005y F = 7.8, P < 0.05). Esia

diferencias se presentaron en sentido opuesto en la hemolinfa, En este tejido, P. clarkii
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presentd un valor de mesor menor en la concentracion de GSSG en tanto que el de la
relacion GSH/GSSG fue mayar (GSSG F = 17.0, P < 0.05; relacién GSHIGSSG F = 10.17,
P < 0.05).

En ambas especies se encontraron oscilaciones en condiciones de oscuridad constante,
pero |a significacian estadistica de estos ritmos fue diferente. Procambarus clarkii presentd
ritmos significativos en los parametros reductores de! sistema glutation, como son los
ritmos de actividad de GR y de concentracion de GSH en hepatopancreas, en tanto gue
P, digueli los mostrd en la fase oxidativa del mismo (ritmos de actividad de GPx en

hepatopancreas y GSSG en hemolinfa).

8.4.2 ORDEN TEMPORAL INTERNO DEL SISTEMA GLUTATION

En la figura 12 se presentan las acrofases de los parametros del sistema de glutation de
ambas especies de acocil en las condiciones LO control y experimentales donde se
observan las diferéncias interéspecificas en el orden temporal de aste sistema.
Después de 72 h en 00 (Fig. 12Ay F) los ritmos de las enzimas establecieron angulos de
fase diferentes en cada especie: P. clarkii 2 h y P. digueti 6 h. Los dngulos de fase que
establecieron |as enzimas con su sustrato fueron parecidos cada especie: en P. clarkii v
arasss =B NY ¥ eexasn = 5 h; mientras que en P. digueti ¢ grasse = 10N, ¥ W gpxasu= 10
h. En cambio, los angulos de fase entre las enzimas y sus productos fueron: y gg.gsy = 12
h en las dos especies, pero en P. cfarkil W gex.asse = 2 hy en P. digueli W gpxgseg=8 I
En P. clarkii el sistema glutatién en LO 12,12 Bl y Al (Fig. 12B y C) se agrupd cerca del
encendide de la luz mediante avances y atrasos de fase (U = 1.66; P<0.05; U = 1.64,
P<0.05, respectivamente). Puede observarse en que adn al fotopericdo large hay un
agrupamiento en torno a la escotofase, ya sea con el encendido o el apagado de la luz (U
= 1.65, P<0.05 en ambas condiciones}(Fig. 12D y E).

El sistema glutation de P. digueti no parece presentar una direccion de preferencia en las
condiciones LO (Fig. 12G-J) excepto en LO 20:4 Bl cuanda las acrofases se agruparon en
torne a la escotofase (U = 2.08, P<0.05) (Fig. 12 1). Estos resultados demuestran gue fanto
en condiciones control y experimentales las acrofases del sistema en P. clarkii tienen una
distribucidn unimodal (P<0.05) mientras que en . diguefi la distribucion es aleatoria.
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'10. DISCUSION

Los resultados de esta tesis indican la presencia de oscilaciones circadianas en el
sistema glutatién del acacil de las dos especies estudiadas. De acuerdo con el nivel de
significacic’:h estadistica sefialado por Cosinor después de 72 hr en oscilacién libre, tanto
los ritmos de |a actividad de la GR en hepatopancreas y de la relacion 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 concentracion de GSSG en
hemolinfa son enddgenos. El que se encontraran ritmos endégénos en la actividad de las
enzimas del sistema en los acociles sugiere que ef sistema glutation del hepatopancreas
esta acoplado al reloj circadiano.

Esta diferencia interespecifica en la expresion de los ritmos se hace evidente gl estudiar
los cambios de las oscilaciones en los paramstros de los ritmos del sistema glutation
{observadas tanto en hepatopéncreas como en hemolinfa) bejo las condiciones
experimentales de irradiancia y longitud del fotoperiodo. Estos parametros: mesaor,
amplitud y PR, son parametros ritmieos cemplejos y tienen un significado funcicnal
importante,

El mesor representa el promedio de las concentraciones de los sustratos y la actividad
enzimatica del sistema a lo largo del dig, es decir es la media de la oscilacién (Halberg
et. al, 1977; Reinberg y Smolensky, 1993). En el hepatopancreas de P. clarkii, la actividad
de ambas enzimas y la concentracion del GSH se incrementaron al alargar el fotoperiodo
y aumentar la iradiancia (Fig. 11A-C). En {a hemolinfa el incremente en irradiancia
produjo una disminucidn en el mesor de ia concentracion de GSH, y las condiciones LO
12:12 con Al y 20:4 con Bl aumentaron el del GSSG (Fig. 12A y B)

E! hepatopancreas de F. diguetf parece tener una menor capacidad de respuesta ante el
aumento en ia cantidad de luz, ya que no presenta cambios significativos en el mesor de
la actividad enzimatica (Fig.11F y G). En la hemolinfa se abservd una disminucion del
mesor de la concentracién de GSH asociada al alargamiento del fotoperiodo, y un

aumento en la del GSSG asociada al aumento en |a irradiancia (Fig. 12D y E).
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Estos resultados, aunque obtenidos con diferentes protocolos experimentales, parecen
corroborar resultados de trabajos previos de nuestre laboratorio (Prieto-Sagredo et al.,
2000) en los que el sistema glutation de P. clarkii fue‘ma's reactivo a la irradiancia que a
la longitud del fotopericdo y P, digueti presentd una mayor reactividad ante este Ultimo
parametro iuminoso, &l que indujo decrementos en la actividad enzimatica de la GR
hepatica.

La amplitud es un parametro ritmico que indica el grado de acoplamiento del reloj
circadiano con les efectores del mismo. La significancia estadistica de un ritmo analizado
mediante Cosinor se basa en que {a amplitud del ritmo difiera en forma estadisticamente
significativa del valor cero, y que la oscilacion tenga un ajuste significative a una onda
caseno (Halberg et. al, 1977; Reinberg y Smolensky, 1993). Los resuitados de este trabajo
reportan un ndmero mayor de ritmos significativos en P. cfarkii que en P. digueti, tanto en
condiciones control como de oscuridad constante (Tablas 4 y 5).

En P clarkii todas las oscilaciones de los parametros del ciclo giutation se amertiguaron
al aumentar la intensidad y la cantidad de la luz, como se espera de un ritmo circadianc
enun erganismos nocturno (Aschoff,1981). En hepatopéncreas los diferentes parametros
del ciclo glutation presentaron porcentajes de ritmo mayores a 40% y en hemolinfa
mayores a 50% aunque no todos presentaron una amplitud estadisticamente significativa.
El aumento en la intensidad y la ddraeién de |a fase luminosa del eiclo externo predujo en
F. digueti un incremento en la amplitud y el PR de los ritmos del sistema glutation. Esta
especie parece requerir de una mayor cantidad de luz para la expresién de la ritmicidad
antioxidativa, lo anterior fug mas evidente en la condicion LO 20:4 con Al. El incremento
de la ritmicidad en dicha condicion podria ser el resultado de que el sistema glutation
responda directamente a la luz, lo que indicaria que hay un fenomeno de
enmascaramiento; el efecta ciclico de las condiciones LO produce cambios periddicos en
la foto-exidacion y, por ende, una respuesta antioxidativa diaria.

Otra diferencia interespecifica de los ritmos del sistema glutatién se encuentra en el arden
temporal internc deA este sistema, Si bien en ambas especies se observd que la relacién

de fase entre enzimas y sustratos o productos varid en cada condicion experimental, el
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andlisis estadistico encontré gue en P. clarkii las acrofases del sistema tendieron a

agruparse hacia gl encendido o el apagado de las luces (Fig. 12 B-E). La relacion de fase

de estos ritmos con el apagado de la luz parece conservarse lo que indica sincronizacion,

Esto es apoyado por otros resultados obtenlidos en el laboratorio (Duran-Lizarraga et. al, .
2001) que indican que en esta especie, las variables del sistema glutatidn con ritmos

endégenos presentan control de fase. En P. digueli las acrofases se encontraron

distribuidas al azar, excepto en la condicidn LO 20:4 Bl cuando todas se encontraron

asociadas a la escotofase (Fig 12G-1). Nuevamente, esto apoya [a posibilidad de que en

esta especie haya enmascaramiento en estas condiciongs [uminosas. Lo anterior sugiere

la posibilidad de que el acoplamiento entre el sistema glutation y el sistema circadiano

en P. clarkii sea mayor que en P. digueti.

Los resultados de este trabajo se ven reforzados por trabajos previos en ofras especies.

Las reléciones de fase entre la GR, la GPx y el GSH del hepatopancreas encontradas en

las condiciones control en P, clarkii son semejantes a las encontradas por Diaz-Murioz et

al. (1985} y Hodoglugil et al. (1995), aunque en otros reportes (Kolosova ef al., 1983,

Bridges et al., 1982) no se encuentra una relacion de fase coherente entre la actividad de

las enzimas y ninguno de sus preductos y sustratos, Estos autores explican lo anterior
argumentande que la participacion de las enzimas de sintesis del GSH, asi como [as vias

en la que esta involucrado este fripéptido, son numerosas, lo que hace que las relaciones

temporales sean poco aparentes.

Las diferencias encontradas en las caracteristicas de los parametros ritmicos en los dos

sistemas esiudiados, hepatopancreas y hemolinfa, sugieren diferencias en el grado de

acoplamiento de ambos sistemas oscilatorios al reloj circadiane, y quiza del papel de

estos 6rganos en el sistema circadiano del acocil. Aunque especulativo, podriamos

proponer al hepatopancreas como un verdadero oscilador acoplado al reloj, en tanto que
la hemolinfa podria considerarse como una salida pasiva, tanto de este oscilador como

de otros posibles osciladores del sistema glutatién, entre los cuales se contarian; entre
otros; los sistemas oscilatorios del cerebro, la retina y el l6bulo éptico. Estas estructuras

del sistema nervioso, que padrian estar produciendo GSHy las enzimas relacionadas con
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&l, han sido propuestas coma marcapasos para el acocil (Page y Larimer, 1972, Barrera
y Block, 1990), Esta interpretacion no descarta la posibilidad de que el hepatopancreas
sea un sistema marcapaso como se ha reportado recientemente en los mamiferos
(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 habian reportado cambios en los
sistermas antioxidantes de invertebrados y de vertebrados inferiores relacionados con
fendmanos estacionales en nivel de actividad, hipometabclismo y disponibilidad de
oxigeno (Dykens y Shick, 1988; Hermes-Lima y Storey, 1985a; Hermes-Lima y Storey,
1985b, Power y Sheehan, 1996; Hermes-Lima et al, 1998;Joanisse 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
invertebrades y en vertebrados inferiores que enfrentan variaciones estacionales en la
disponibilidad de oxigeno y sen diferentes a las que se presentan en [os sistemas de
mamiferos y aves (Hermes-Lima et al., 2001; Tgien, et al., 2001; Drew et. al., 2001).
Las dos especies estudiadas en esta tesis, tienen estrategias diferentes para enfrentar
el estrés foto-oxidativo que imponen fos ciclos luminosos. Esta estrategias pueden
agruparse-entre las que presentan los invertebrados y vertebrados inferiores expuestes
a cambios estacionales relacionados con las defensas antioxidantes. Procambarus clarkii
entra dentro del grupo de especies que presentan preparacion para el estrés oxidativo.
En este grupo s& encuentran organismos que desarrollan hipometabolisme durante los
meses de verano, como la estivacion (foteperiodo largo) o durante meses de escasez de
alimento en el invierno, como la hibernacion (fetopericdo corto). En estos organismos se
incrementan las defensas antioxidativas, particularmente la actividad de las enzimas
durante los estados hipometabolicos, como en Rana pipiens, R. sylvalica, Litforina litforea,
Ofala lactea, Helix aspersa (Hermes-Lima et al., 2001}. Se ha demaostrado que el acocil
P. clarkii es capaz de entrar en estados hipometabdlicos en condiciones de iluminacion

semejantes a los usados en este frabajo (Fanjul-Moles et al., 1998).
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FProcambarus digueli 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 scripta elegans (Hermes-Lima et af., 2001).

En esta tesis se demuestra que en los tejidos de invertebrados hay una regulacion de la
relacién del GSH/GSSG como se ha demostrado en mamiferos (Taylor et al.,, 18996), La
relacion GSH/GSSG es una variable que representa el balance entre antioxidantes y pro-
oxidantes, GSH y GSSG respectivamente (Halliwell y Gutteridgs, 1999). En los resuitados
de este estudio, enconframos que en ambas especies se mantiene este parametro
constante en hepatopancreas en las condiciones LO, excepto en la situacién en que este
paré'rﬁetro en hemolinfa muestra los valores minimos y el en hepatopancreas los valores
méximos {12:12 con Alen P. clarkii y LO 20:4 con Bl en P. digueti){Fig 6C y 7B de P.
clarkii y 81 y OF de P. digueti). Proponemos la posibilidad de que e! desbalance de la
relacion GSH/GSSG en la hemolinfa, sea una seiial similar a la que producen las
hormonas, la alimentacion, y el estrés; sefiales que acttan estimulando Ia produccion y
liberacion hepatica de GSH hacia la sangre en los mamiferos (Taylor et al., 1996). Otra
posibilidad, es que este desbalance entre antioxidantes y prooxidantes sea debido a que
la produccicn de GSSG exceda la capacidad reductora de la GR sea excretado
activamente (Zisgler, 1936).

Al igual que en reportes antericres (Priete-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 més
afectan a la relacion GSH/GSSG en hemolinfa de P. clarkiiy F. diguefi, respectivamente.
En estas mismas condiciones se ha reportado disminucion en la actividad locomotora y
en el consumo de oxigens, asi coma un incremento en la concentracion de [actato en la
hemolinfa (Fanjul-Moles et al.,1998).

En P. clarkii, los ritmos encontrades bajo condiciones control y después de 72 h en OO,
en particular los de la refacion GSH/GSSG de la hemolinfa y del hepatopancreas, podrian
estar relacionados con la actividad locomotora. Ambas especies bajo estudio son
predominantemente nocturnas. En P. clarkii s& ha demostrade un ritmo motor circadiano

bimodal can el pico enddgeno de actividad al apagade de la luz y ofro pegueno pico
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exageno al encendido de la luz (Page y Larimer, 1872, 1976). Estas variaciones ciclicas
se han asociado a otros ritmos como los de consumo de oxigene que también alcanza su
maximo durante las haras de oscuridad (Fingerman, 1955). En el hepatopancreas se
observa que tanto las crestas como ios valles del ritmo de la concentracion det GSH
coinciden temporalmente con los picos de la actividad locomotora reportada en animales
juveniles y adultos (Page y Larimer, 1972, 1975; Fanjul-Moles,1898). Los valles de el ritmo
de la relacion GSH/GSSG de la hemolinfa también coinciden temperatimente con las
crestas del ritmo de actividad locomotora. En P. digueti se ha demostrado ef caracter
circadiano de el ritmo de actividad (Vicedn-Pale et al., 1897}, sin embargo no ha descrito
si la sincronizacian en LO es semejante a la que se ha demostrado en P. cfarkii, por lo que
no se puede determinar si podria guardar relacion ¢on las oscilaciones en los paréametros
del sistema glutatién, pero no se debe descartar que exista una asociacion entre los
ritmos endogenos del sistema antioxidative con los metabdlicos y conductuales.

La presencia de ritmos circadianos en los parametros del sistema glutatidn indica que ta
susceptibilidad o resistencia del acecil se relaciona con la hora del dia. Esta capacidad
adaptativa es mas evidente en P. clarkii que en P. digueti. Esta capacidad circadiana ha
sido reportada en ratones, ratas, pollos e incluso en el alga fotosintética Gonyaufax
polyedra, en esta ditima se ha demostrado que la erganizacion circadiana es necesaria
para mantener €l estade redox adecuado (Kolosova et al., 1983; Diaz-Mufdz et al., 1985;
Bridges et al., 1982;. Hodoglugil et ai., 1995; Ramalho, stal., 1995; Hollnagel et al., 1996,
Lietal, 1987, Pablos et al., 1998).

Los ritmos diarios de fa actividad enzimética de GR y GPx en pollos y ratas estan
relacionados con una hormona con capacidad antioxidativa; la melatenina, por lo que se
ha propuesto que ritmos de esta hormona influyan sobre los de la actividad enzimatica de
GR y GPx (Reiter et al. 1997; Pablos et al., 1998). En el acocil . cfarki se ha
-documentado la presencia de ritmos circadianos en la secrecion de mealatonina {Agapito
et al., 1995) y de la expresion y produccion de serotonina, (Escamiila-Chimal et al., 1998;
Castafion-Cervantes et al., 1998). Esto sugiere la participacién de la melatonina en la

regulacion de los ritmos del sistemna glutatidn del acacil. La serotonina induce la liberacion
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de la hormona hiperglicemiante (CHH) en retina y talle ocular también en P. clarki
(Escamilla-Chimal et al., 2002). Esta hormona, simlilar al glucagon de los vertebrados, se
manifiesta de manera circadiana en el acocil (Gorgels-Kallen y Voorte, 1985; Escamilta-
Chimal et al., 2001). Puesto que el glucagon induce la liberacién de GSH en el higado de
los vertebrados (Taylor et al., 1996) es interesante la posibilidad de gue la CHH esté
involucrada en el contro! de la reostasis del estado redox del acocil. Esta posibilidad abre
nuevos campos de estudio sobre |a regulacién metabdlica y conductual del acocil y su

adaptacién a los cambios diarios y estacionales de la luz.
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11. CONCLUSIONES

1.

El acocil enfrenta la foto oxidacidn producida por los ciclos de 24 h externos
mediante ritmos diarivs y circadianos de proteccion antioxidativa

Los acociles de las especies P. clarkii como P. diguefi poseen ritmos diarios y/o
circadianos en todos ios parametros del sistema glutation tanto en el
hepatopéncreas como la hemalinfa. En P. clarkii el sistema circadiano antioxidativo
es evidente y expresa ritmos en oscilacidn espontanea, capaces de sincronizarse
a los distintos ciclos luminosos. En P. digueli este sistema esta amortiguado, no se
sincroniza a |os ciclos de luz extremos y presenta enmascaramiento.
Procambarus clarkii presenta ritmos endbgenos en la fase reductora del ciclo
glutatién. Procambarus diguefi presenta ritmos enddgencs en la fase oxidativa de
este ciclo.

Hay diferencias interespecificas en el grado de foto oxidacién de ambas especies
le gue parece determinar la sensibilidad del sistema glutation a la luz.

En la hemalinfa el sistema glutatién de P. clarkii es mas sensible a los cambios en
lairradiancia, en tanto que sl sistema glutatién de P. digueti lo es a la longitud del
fotoperiodo. )

Las diferencias interespecificas en las caracteristicas del sistema circadiano del
ciclo glutatién parecen deberse a la latitud y origen de ambas especies y podrian
manifestarse en la capacidad adaptativa de las mismas para invadir nuevos
ambientes,

Los cambios abservades en el sisterna glutatién durante la exposicidn de los
organismos a estrés por fuz es semejante a la que presentan ofros organismos
expuestos a diversas fuentes de estrés ambientaies. Asl mismo los niveles de
actividad enzimatica y concentracién de glutation en sus dos formas son
semefantes a los reportados para otros crustaceos y grupos de invertebrados.
Se propone al hepatopancreas un como un oscilador acoplado al sistema
circadiano y a la hemolinfa como un sisfema efecfor que permite monitorear el

estado redox del organismo en general.
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ABSTRACT

The present study Investigated the rhythmic changes in
glutathione status in midgut gland and hemolymph as
well as in glutathione reductase (GR) activity in the cray-
fish Procambarus clarkii. In arder to determine the cir-
cadian nature of these rhythms different groups of cray-
fish were submittéd to constant-darkness conditions for
24 or 72 h after they had spent 15 days under lght-dark
12:42 cycles. The animals of the different batches were
killed at 6 h intervals during a 24 h cycle. Reduced glu-
tathione (GSH) 2nd oxidized glutathione (GSSG) in he-
molymph and midgut as well as midgut GR activity were
determined in midgut gland and hemolymph by fuoro-
metric and spectrophotometric methods. Data analysis
by chronogram and single Ceosinor revealed . circadian
rhythmicity for GSH and GSSG concentration in both
tissues 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 importance of the glutathione circadian tem-
poral order in the adaptation of crayfish are discussed.

INTRODUCTION

The crayfish Procambarus clurkii is a nocturnal organism
that displays a span of overt circadian and infradian thythms
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
.. praduce .daily variations in the oxidative status of this ani-
mal’s internal environment with the concomitant daily Auc-
tuations of the antioxidant mechanisms that control and pre-
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vent reactive oxygen species (ROS). ROS cause damage in
organisms at different levels (for review see Finkel and Hol-
brook [3]) which must be counteracted by diverse antioxi-
dant mechanisms. An important antioxidant is the tripeptide
y-glutamyl-cysteine-giycine or reduced giutathione (GSH).
When GSH is present, any ROS will be instantly quenched
with the immediate formation of oxidized glutathione
(GSSG) which will be subsequenily reduced by the enzyme
glutathione reductase {GR) to resiore GSH. Recenily, our
laboratory reported changes in P. olarkii hemolymph gluta-
thione status as well as in midgut GR activity when this
species was submitted to high irradiance and {ong-photope-
rind light cycles (4). The aforementioned study proposed a
positive comrelation between the increasing GSH and GR. ac-
tivity and the adaptive ability of the crayfish to lighting var-
iations. In the present study we propose that this relationship
must be based on an endogenous temporal organization of
the crayfish GSH system. This circadian organization will
allow this animal to deal with the daily internal and external
fluctuations in oxidative status produced by the behavioral
and metabelic thythms as well as the environmental daily
cycles. Hence, the objective of the cumrent wotk was to in-
vestigate 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 levels of all these parameters were measured in
animals maintained under 12:12 light—dark {LD) cycles and
after exposure 1o conditions of constant darkness (DD).

MATERIALS AND METHODS

Animals end experimental design. We used 90 cruyfish P. clarkii
of homogenous size and weight. in imtermolt stage, ucclimatized 10
the luboratory for 1 month in aquuria placed under natural LD cy-
eles, temperuure 20°C, pH 7.9, O, concentration of 5.7 mg'L-% The
dquaria were provided with PYC tubes simulating burrows. which
allowed the untmals to hide fram the light, ARer acclimatization the
unimuls were divided into three batches with different Jight-cycles
condirions: {1} 30 ahimals submitted to LD 12:12 of low tntensity

tAbbrevietions: ANOVA, analysis of variance; DD, constant dark-
ness; BDTA. ethylenediumine-letrascetic acid; GPx, plutathione
peroxidise: GR. glutathione reduclase; GSH, reduced glutathione;
GSH-t. vonal gluthione; GSSEG, oxidized glutathione; LD, light—
durk: NADPH. reduced nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate; OPT. n-phihainldehiyde; PR. percentuge of rhythmicity:
ROS, reaciive oxypen species: TCA, trichloronectic acid.
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(0.043 W-m™?) during L5 days: (2} 30 animals weated as described
above and then exposed to DD for 24 b and (3} 30 animals weated
as described above and then exposed to DD for 72 h,

GSH and GSSG assay. Groups of tive animals of the three batches
were killed at 6 b intervals during a 24 h cycle, and 100 pL of
hemolymph was extracted and placed in 500 pL of freshly prepared
10% trichloroacetic acid {TCA). The midgut glands were removed,
~ and one half weére homogenized in 1000 pL of ice-cold 0.1 M po-

tassium phosphate buffer-(pH 7.5) for protein and enzymatic activity

determinations, and the other half in 1000 pL of 10% TCA.
| Samples were centrifuged at 4°C at 2000 g during 10 min. Su-
pernarant aliquois were used immedialely for the measurement of

GS5G and GSH according to the Huorometric method of Hissin and

Hilf (6). Supernatunt {50 pL} was incubated in .1 M sodium phos-

phate—0.005 M ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA) buffer (pH

8) in the presence of 100 pL of ¢-phihalaldehyde (OPT) (Sigmo

Chemical Co., St. Lonis, MO) during 15 min in the dark. Fluores-~

cence at 420 nm was determined with activation at 350 nm in a

Tuener 450 Fluorometer. Glutathione (Sigma) was prepared daily in

0.1 M phosphatc—0.005 M EDTA butfer. OPT (0.1% wt/vol) was

also preparedl daily in reagent-grade abselute methanol just prior to

use. The GSH standard curve was made by dissolving known
amuums of GSH (200, 100, 50 and 25 np) in phosphate-EDTA
bufer (pH 8} nnd mixed wilh 100 pL of the QPT solution. The final
volume of this mixture was adjusted 10 2 mL with buffer. To assay

GSSG 50 pL of shpematant was incubated at room temperature with

20 pL of 0.04 M N-ethyl-maleimide (Sigma) for 30 min. The su-

pernatant was then incubated for 15 min with 100 pL of OPT in

1.8. mL of 0.} N NaOH {(pH 12). Fluorescence was determined sim-

ilarly as for GSH. The GS30G standard curve was made by dissolving

known amounts of GSSG in 0.1 N NaOH (pH [2) and 100 pL of
“OPT. The final volume of this mixiure was adjusted 10 2 mL whh
buffer, Total glutabione: (GSH-t) was calculated as GSH- = GSH

-+ 2GS5G. The GSH/GSSG. miio was calculated.

GR activity and protein assay. GR activity was determined as
described by Bompart ef af. (7). To meusure GR activity 20 pL of
. the hnmogenalc was placed in a cuvetle containing 0.44 mmol-L-!

. GS88G in 0. 1M phosphale buffer~0.03 M EDTA (pH 7) and 0.036
M reduced ' nicotinamide adenine dinucleotide phospt {NADPH),
prepared and added just before the assay, as the starting reagent.
The assay was.tun at 340 nm for 4 min, with absorbance readmgs
taken every 30 s. Absorbance was assayed for all the readings in an
Ull.raspec 2000 specrrophotometer (Pharmacia Biotech, Bucking-
. hamshire, England) Acnv:ty was expressed in pg oxidized NADPH/
B pmlelnhmn using an exinction coefficient of 6.2 mif-*-cm-'. The

prm.em assay was performed according to Bradford ().
A nr-of lght | rers. Photoperiod was provided by
' neon lamps tumed on by a timer at 0700, and light quantum scalar

irradiance (QSI) was calibraled with a photoradiamerer equipped
. with a spherical submarine sensor {LiCor Models LI-189, L1-(935A;

‘LiCor, Linceln, NE). Intensity values were se1 at the minimal values

of ‘light irradiance 1o which crayfish are exposed in their natwral

environment. -

. Dara analysis. Chronoprams were construcied as group means =

standard .deviation. In order to estimate the circadian rhythms for

each GSH parameter (GSH, G55G, G5H/GSSG and GR) of the
" different groups of animals a single Cosinor analysis (9.10) was
" performed. The software program DISPAC (Digital Analysis Ap-
plied to Chronobiology) (11) was used. On the basis of a test period

(1), Cosiner analysis adjusts data to a cosinusoidal function and pro-

-vides an objective test of whether the amplitude of the rhythm differs

from zero, i.e. whether the rhythm is validuted for an assumed -,

This method provides dexcriptive estimators for a number of differ-

ent parumeters of o rhythm. /e, acrophase. mesor. amplitude and

percentage of rhythmicily (PR}, Acrophuase is the crest time of the
best-filting mathematical funcion approximating the data, and mesor
is the value uround which escillation occurs: when the time interval
between data sampling is consni, #t cquals the arithmetic mean of
the rhythmic, oscillation. Hence, in the presenty wark it correspands
to the urithmetic meun of the rhythmic oscillation of the concentr-
tion or activity of the parumeters of GSH over 24 h. The formal
definition of mesor is the ndjusted mein of the rhythm. The ampli=
tude is equal to half the difference hetween the highest and lowes(
velues of the oseillution, and the PR is the peréentape ol dina in-

Photochemistry and Photobiclogy, 2001, 74(2) 351

cluded within the 95% confidence limits of the best-fitting cosine
function (12). This test allows subjective examination of the hy-

- pothesis that the thythm amplitude differs from zero, using different

trial-period lengths. In the current work severl periods were tesied
to unalyze whether the temporal profiles of the GSH parameters in
different LD conditions were indeed circadian.

For statistical analysis of the differences between midgus and he-
molymph GSH-t content. analysis of variance (ANOVA) was fol-
lowed by Scheff€ posr ioe comparisons.

RESULTS

The amount of GSH, GSSG and GR activity changed over
the course of a 24 h cycle. The midgut GSH-1 content in P.
clarkii (LD & = 1359.99 = 78.07 pM, 24 h DD % = 933.04
* 40.83 pM and 72 h DD % = 291.42 = 27.23 pM) was

. always’ htgher than that of hemolymph (LD & = 21642 =
"228;.!.!1’[ 24hDDx—ﬁ387"'268Mlﬂnd72hDDx

= 130.68 + 16.93 pM). ANOVA demonstrated the stasisti-
cally significant differences berween groups (F = 139.28, P
< 0.01). The Scheffé conrast test revealed statistically sig-
nificant differences between LD and 24 and 72 h DD (P <
0.05) in midgut GSH-t bur not in GSH-t values in hemo-
lymph (P > 0,05).

Chronograms showing 24 h temporal changes in GR ac-
tivity in midgut are depicted in Fig. la—c. In LE maximal
GR activity occurs in the scotoperiod at 2400 h (525.57 =
151.42 pi/e protein/min). But during the photoperiod a sec-
ond GR-activity peak from 0400 to 1200 h occurs. Interest-
ingly, when the lights were tumed off, and the crayfish

* changed from LD.to DD conditions after 24 h of darkness.

GR' activity remarkably increased two-fold, reaching maxi-
mal values of 979.63 % 251.27 wM/g protein/min (Fig. 1b).
After 72 h of darkness the GR bimodai thythm obtained
under LD persisted (Fig. Ic). This secondary rhythm peak
at 1200 h increased 1.7-fold withont shifting, but the maxi-
mat 2400 h peak advanced 4 h, increasing (20%) above the

_ previous value (Fig. 1a,c). Cosinor analysis revealed that GR

oscillation under LD best fitted a period value 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 2
period value of 24 h after 24 and 72 h of darkness (PR 62.9
and 71.5%, acrophase of 22.28 and 13.79 h, respectively).
Cosinor analysis revealed the highest statistical significance
after 72 h of darkness {Table 1).

Temporal changes in the glutathione midgut status under
different conditions of illumination 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 pattens 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 (1032.1 £ 333.5 pM) precedes
_the GS5G peak at 1600 h (347.1 = 33.83 pi). However,

after 24 and 72 h of darkness mirror-image unimodal and
bimodai 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 M) at 2400 h coincides
with the nadir of the GS5G oscillation (1.57 & 0.65 pM),
although a secondary peak with coincident increasing values
at 1600 b (GSH, 262,59 = 22.19 pM; G580, 87.71 = 382

.uM) is shown in both the rhythms. Cosinor analysis sug-
. gested that the GSH oscillations calculated from animals that

were submilted 10 LD or darkness for 24 h have rhythms
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Figure 1. Chronograms of GR activity in crayfish midgut gland
afier; (a) LD (b) 24 h in DD; and {¢) 72 h in DD. Values are means
+ SE. Black and white bars in the upper part af each graph indieate
light and dark periods. See text. .

with a pedod of 24 & (PR 40.3%, acrophase of 18.31 h and
PR 33.6%, acrophase of 21.3 h, respectively). However, af-
ter 72 b of darkness this oscillation has a rhythm of 12 h
(PR 43.7%, acrophase of 2.61 h). Conversely, Cosinor anal-
ysis suggests that GSS5G oscillations have rhythms with pe-
riods of 12 h after LD 12:12 and after 72 h'of darkness (PR
47.6%. acrophase of 2.4 h and PR 38.5%, acrophase of 6.47
h, rcspcl:twcly) but a rhylhm with 'a period of 24 h (PR
89.9%. acrophase of 18.06 h) afier 24 k' of darknésds. The
GSH/GSSG mtio oscillations shown in Fig, 2d—f further em-
phasize the oscillation of these parameters, Cosinor analysis
siggests that these bimodal oscillmions have rhythms with

Table 1. Single cosinor nnu.lysus of chronograms from- GSH.
GES8G, GSH/GSSG ratio and GR in mxdgm gland of crnyﬁsh under
different conditions®*.

Ampli-  Acro-
Peri- wde  phase. PR
Vanable od (h) Mesar (pif) (wM) m .. (%)
LD Midgur :

GSH 24 2413 £ 27,29 14523 1831 4D.3
GSSG 12 26731 =787 4BSE 24 476
GSH/GSSGT iz 355 = 0118 LI 87 695
GR: 12 3734 = 1311 1189 1058 662

24 h DD Midgut :
GSH “24 53949 > 1833 8455 21330 336
GESGS 24 1BLBY * 165 3188 18.06 ~ 89.9
GSH{GSSG 12 3] = 007 045 9.6 493
GR|| 24 73946 * 2538 214133 2228 629

. 72h DD Midgut .,

GSH 12 21064 £536 .. 3059 261 437
G8SG 12 - 4073 £ 627 3418 647 385
OSH/OSSGY 12 6.1 =038 8167, 002 643
GR# 24 44193 x12.78 18261, ’ 13.79. 715

*Values are taken from data shown in Figs l anr:l 2. Valoes are
means * SE, :
TAmplitude differs slgmﬁumuy fmm zero, F = 23,93, P < 0.05,
jAmplitude differs significanily from zero, F = 2057, P < 0.05.
§Amplitude differs siphificantly from zero, F = 93.41, P < 0.05.
lAmplitude diffess significantly from zero, F = 24.5, £ <-0.05.
fAmplimde differs significantly from zero, F = 19.3,-P < 0.05.
#Amp!imde-diffax-sigxﬂﬁanﬂy from zero, F = 26.37, P <005

a period of 12 h (PR 69.5, 49.3 and 64.3% respecuvcly) in
the three conditforis studicd. Table 1 shows the Ccsmor sla-
tistical significance for these rhythms.

The stare of the glutathione hemolymph pammeters flue-
tuates with da.lly ‘oscillations under LD and DD conditions
(Fig: 3a-f). The chmnogmms of Fig, 3a—¢ show the temporal
relation berween the apparent bimodal and unimodal daily
GSH and GSSG oscillations under LD and after the crayfish
were submirted to DD for 24 and 72 h. Cosinor, analysis
suggests that the GSH- oscillations have thythms 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 9.2 hy.and a
thythm with 24 h period afier 24 h DB (PR 91.9%, acro-
phase of 2.7 h). The GSSG oscillations best firted a.period
of 24 h affer LD and after 24 h of darkness (PR 58.5%,
acrophase of 524 h'and PR 85.7%, acrophase of 232 h,
respectively). These oscillations best fitted a 12 h period af-
ter 72 h of darkness (PR 37.5%, acrophasc of 6.9 h). Afier
LD the GSH/GSSG ratio showed an oscillation suggesting a
rhiythm with a 12 h-period (PR 40.2%, acrophase of 1.79 h).
Interestingly, this ratio showed evident oscillations that beat
fitted periods of 34 h afier 24 and 72 h of darkness (PR 52
and 97.5%, acrophase of 7.64 and 2.4 h, respectively). Table
2 shows the results of the Cosinor analysis.

DISCUSSION

The results of the present siudy demonstmte lhe daily and
circadian changes in midgut GR activity as well as in glu-
tathione status in both the midgut and hemolymph of the
adule P clarkiv. A

Some of these thythmic changes appear to be driven en-
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dogenously since they continue to run frccly. after 72 h of

- darkness, changing their phase (GSH/GSSG ratio and GR in
_midgut and GSH/GSSG ratio-in hemolympli). Some of these

rhythms arc able to synchronize to LD cycles, as indicated
by the period value of the GSH and GSSG oscillations (7 =
24 h).. These observations indicate that the clock was set to

. the zeltgeber cycle and that in crayﬁsh there is a pacemaker
_coupled 1o the glutathione system, one of the mosr. important

~ systems related io anuoxldant defense in all organisms (13).
~In the current work ‘Cosinor analysis did not valldale some

of the glutathione thythms for 7 = 24 h. This could be due

to the asymmetncal waveform of the oscillations that, in
" some cases, might under]le either the harmonic or the uitra-

dian bursts. We believe that both the chronograms and the
Cosmor analysns——the appropriate methodology due to the
nature of the data—indicate glutathione circndian oscilla-

" tions.

I-Ierem we demon'slrate for the ﬁrst time that in the midgut
of the cr.xyﬁsh a major Ell'l[lD?lIddl’ll enzyme GR as well as
its subslmte and’ pruducl ‘GSH/GSSG exhibit circadian

" rhythms. GSS5G is also the product of anothér important an-
"tioxidant’ enzyme “plututhione peroxiduse (GPx). Although
.cirl:'udi'u‘n chinges of this enzyme’s uctivity were not deter-

mmed in this work, the duily chunges in the GSH/GSSG -

ratio mt;,hl relleet the circadian oseillmions of both enzymes.

Midgut -
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Figure 2. Chronograms of GSI-] GS5G and GSH/GS8G ratio in crayﬁsh n'udgu! g]nnd GSH and GSSG concentration afier: {a) LI); {b) 24
h in.DDy; and (c) 72 h in DD, GSH/GSSG mtio afier; (d) LD; (e} 24 h in BD; and (f) 72 h in DD, Va[ucs are meang * SE. Biack and white
bars in the upper part of each graph indicate light and dark periods. See: tcxt - .

16 20 24

In crayfish there are some reports on the changes in gluta-
thione and plutathione transferase: content in the midgut of
P, elarkii under toxic siress (5,14} as well as in‘hemolymph
glutathione status under photoox:datwe stress (4), but to dae
this is the first report on thé circadian changes in this anti:
oxiddnt syster.

ROS are normally produced durmg aerghic_metabolism
and oxidative stress. Hence the exercise, a factor determin-
ing metabolicrate increase; as well as light irmdiation pro-
ducing photooxidation are both factors that determine ROS
in different animals (15-17). On the on€ hand, in the crayfish

P, clarkii oxidative siress, subsequent to high-imadiance LD
- 12:12 cycles, has been documerited (4), and, on the other,

circadian activity rhyl‘.hm has been extensively studied {for
teview see Fanjul-Moles [18]). This animal exhibits a noc-
turnal unimodal endogenous rhythm that runs free under DD

~ conditions, synchronizing to LD cycles with a small burst of

activity after lights-on and to an endogenous peak after
lights-off (2). The cyclic variations in activity have ‘been
related to this animal's 24 h variations in metabolic rate.
Rhythmic changes in oxyger consumption assocnated to

. Thythmic activity have been reporied in the dwarf crayfish

(1) and the crayfish Orconecies nais (19). In lhese species
the. metabolic rate remained low and uniform throughout

" duy, increasing after lights-off, to peak during the subjective
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'Table 2. - Single cosinor analysis of chronopgrams from GSH, GS3G
and GSH/GSSG ratio, in hcmulymph of cray'ﬁsh under different con-
ditions

] . . "

Acrc.r-‘

Ampli-
Period Mesor wde * phase PR
Variable (h) (i) (M) (- (%)
: : LD Hemolymph - s
GEBHYf 12 . 11437 £ 2,11 19.21 3.03 .664
GSSG 24 . SO3 X 126 969 524 585
GSHIGSSG 12 2.35 * 0.045 0.237 179 402
L1 . 24nDD Hemolymph
GSH} 24 867 % | 05 42,52 27 919
G83G§ - 34 CE34 =272 43113 232 857
GSH/GS5G 24 1.38 £ 0.083 056 - 764 524
' 72 b DD Hemolymph
GSH- AN 855 x 442 8.6 7.2 40.7
G8SG. . Lk 1412 = 0,57 2B 69 378
. GSH/GSSGI 24 64 * DO8S - 38 24 975

. *Walues are takeﬂ frurn data ﬁhown in Flg 3. Value% are meuns '_

* SE.
B TAmplllude d:f‘fer-e significantly froni zero. F 2 20,73, P < (.05,
. fAmplitnde differs significantly from zeco, £ = FI2.89, P <005,

SAmplitude differs significantly -from zera, F = 6291, P < 0.05. :
_ lAmplitude differs significanily fram zero. = 409.28, £ <005,

. GSHIGSESG

12
d

GSH/GESG

GSH/GSSG

GSH/GSSG

12
External Time (h)

Flgure kN Chmnogmms of GSH GSSG ond GSI-UGSSG rotio in r:rayﬁsh hemolymph GSH and GSSG concentration after: (a) LD; (b} 24
h in BD; and () 72 h in DD, GSH/GSSG ratio after- (d) LD; (e) 24 h-in DID; and (f) 72 h in DD. Values are means * SE. Black and white
bars in the upper part of each graph indicate light and dark periods. See text.

0.4 8 1€ 20 24

night of crayfish when’ motor activity increased. In the cur-
vent work the temporal relation among the' phases of glura-
thione parameter rhythims, always peaking daring the sub-

" jéctive’ night when the rhylhms were in LD or free running,
indicates an infernal temporal ordér regulatiniz the redox sta-
tus of the crayfish, a consequence of the circadian rhythms
in endogencus metabolism and activity. However, it should
be noted that riothing about the péasible casal relatiohship
bétween these functions can yel be concluded. [nteresnngly.
thé’ ‘rhythm paramelers analyzed by graplnc and " Cosinor
annlys:s rcvealed the effect of oxidation pmduccd by light,
as reported elsewhcrc (4) In the prescnl work when the cray-
fish were %ubmllled to DD condltlons the Cnsmor test re-
veuled an increase in the dmplllude and megor of the GSH/
'GSSG ratio and GR rhythms, This Fact as well 15 the two-
fold 1ncred_se of GR activity and GSH conceniration when
"‘cmyhsh were chdnged from LD o darknev are indicators
B of the liberation of Ilght pnor to pholooxldallon The effect
_of' dark condltlom on lhe GSH rhythm parameters, mesor
and amplllud: mdlcau: that. hke most functions of this noc-
1qma| species, the funetion of the GSH ‘g.yf.(ern might be
restricted 1o the durk phase of the day and vary depending
.on the proportion of light in the LD cycle, Although there

6




are no precedents in the crusiaceans, similar rhythms of an-
tioxidant enzymes have been reposted in other organisms
including microalgae and plants (20-22). Interestingly, 24 h
rhythms in GPx and GR activity have been reported in the
cerebral cortex and brain of the rat and the chick (23,24).
The acrophases of these rhythms were found in the dack
phase and related to a physiological increase of melatonin,
arl antioxidant hormone, at night. This suggests that the GSE
enzymatic activity may be related to the melatonin thythm.
Recently, circadian rhythms of melatonin and serotonin N-
acetyltmansferass have been reported in the eyestalk of P.
clarkii (25). Data from our [aboratory reported cyclic chang-
es in serotonine, a precursor of melatonin synthesis, in the
eyestalk and brain of the same species (26,27). Hence, the
results of the current study suggest further experiments to
elucidate the thythmic mechanisms underlying the rheostasis
of the redox status of crayfish.
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