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Resumen

El propdsito en la presente tesis fue analizar el efecto de la Hormona hiperglucemiante de
crustdceos (CHH) sobre la amplitud del electroretinograma y sobre la concentracion de la glucosa
en la retina del acocil Procambarus clarkii, en dos puntos diferentes del dia, uno en la escotofase y
otro en la fotofase del ciclo luz oscuridad. Para esto se escogieron las horas ZT 3 y ZT 15. Para el
registro electrorretinografico se tuvieron dos grupos experimentales para cada hora: retinas
incubadas en CHH y sin la hormona. En el caso de la determinacidn de glucosa se tuvieron tres
grupos, de igual manera para cada hora: incubadas en CHH con pulsos de luz, incubadas en CHH
sin pulsos de luz y la condicién control, retinas incubadas sin hormona. Se encontré que el efecto
de la hormona depende de la hora del dia, pues se observé que la CHH llevo a una disminucidn en
la amplitud del ERG en ZT15, y a un aumento en ZT3. El efecto de la hormona en la concentracién
de glucosa fue aumentar los niveles de ésta en ZT3, mientras que en ZT15 solo hubo un aumento
de glucosa en las retinas incubadas con CHH y que fueron expuestas a pulsos de luz. De manera
que los resultados del presente me llevan a concluir que la CHH esta actuando en las células de la
retina al provocar la liberacién de glucosa a partir de fuentes de glucégeno que existen en el
interior de estas y que éste metabolito puede ser usado por los fotorreceptores para responder a
pulsos de luz. A su vez la hormona posiblemente estd modulando la sensibilidad de los

fotorreceptores a la luz, pues aumenta durante ZT 3 y disminuye durante ZT 15.



Introduccidén

Los ritmos bioldgicos

Los organismos a través del tiempo se han ido adaptando a los cambios del medio ambiente que
habitan. Dentro de estos cambios se encuentran los ciclos geofisicos como el paso de dia a noche,
las estaciones del afio, las mareas, incluso las fases de la luna. De las adaptaciones mds notorias a
los ciclos geofisicos son los cambios conductuales, fisiolégicos y sensoriales que se repiten dentro
de un intervalo de aproximadamente 24 horas. A estos cambios se les denomina ritmos
circadianos (circa= cercano), estos tienen la caracteristica de ser endégenos y de sincronizarse a un
ciclo de 24 h. Existen también otros ritmos que son capaces de ajustarse a otros cambios ciclicos
geofisicos, como los ritmos: circalunares, circamareales y los circaanuales (Sullivan et al., 2009).

Sin embargo en esta tesis solo me enfocaré en los ritmos circadianos.

Para poder seguir hablando de los ritmos circadianos, hay que definir lo que es un ritmo biolégico,
éste se define como todo aquel proceso fisiolégico o conductual que se repite dentro de un
determinado intervalo de tiempo. Ejemplo de esto es la actividad locomotora, la muda, la ingesta

de comida, la reproduccion, la migracién y la hibernacion.

Una de las caracteristicas de los ritmos circadianos es que persisten bajo condiciones constantes,
es decir sin la influencia de sefiales ciclicas del ambiente (luz-oscuridad, temperatura). Si algin
cambio del tipo conductual, fisioldgico, bioquimico o molecular persiste en condiciones
constantes se dice que el ritmo es enddgeno, esto quiere decir que son generados por osciladores
endodgenos. Estos osciladores pueden ser células, por ejemplo las del tipo nervioso, capaces de
medir el tiempo y a su vez generar sefales de tiempo; por lo que se dice que tienen una actividad
ritmica auto-controlada. Estos ritmos enddgenos son capaces de sincronizarse a sefales
ambientales externas, de dichas sefales ambientales se conoce que la mas importante es el ciclo
dia-noche o el ciclo luz-oscuridad, pues es capaz de sincronizar muchas de las funciones de los

organismos (Aréchiga, 1993; Sullivan et al., 2009).

Al estudiar un ritmo bioldgico, al igual que en cualquier oscilacidn, se deben definir y determinar
algunos parametros: amplitud, frecuencia y periodo. Donde el periodo es el intervalo de tiempo

gue transcurre para que una oscilacién sea completada y frecuencia es el nimero de veces que se



repite dicha oscilacidon dentro de un intervalo de tiempo determinado, es decir el inverso del valor
de la oscilacién, siendo la amplitud la distancia existente entre la acrofase (el punto mas alto) y la

batifase (el punto mas bajo) (Figura 1).
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Figura 1. En ésta figura se muestran los parametros a considerar en un ritmo biolégico. Periodo ( = - = ),

Amplitud (====) y Frecuencia (@), donde los circulos sefialan una fase particular del ritmo que se repite una
vez, en un periodo de 24 horas; por lo que la frecuencia de dicha fase es de una vez por dia. La figura se
realizd a partir de un registro obtenido en el laboratorio.

Hormona hiperglucemiante de crustaceos

El control hormonal del metabolismo de glucosa en crustdceos comenzd a ser estudiado a partir
de los descubrimientos de Abramowitz y colaboradores (1944); ellos encontraron que la inyeccidn
de extracto de tallo de ojo del cangrejo azul Callinectes sapidu provocd una rapida hiperglucemia.
Al inicio fue nombrado como factor diabetogénico, posteriores caracterizaciones de este factor
como conocer su solubilidad en agua, en etanol, en acetona y éter etilico, siendo en estos dos
ultimos insoluble; asi como presentar termoestabilidad y recuperar su funcion después de haber
sido expuesta a 100°c llevaron a concluir que la naturaleza de este factor u hormona era
peptidica, recibiendo el nombre mas tarde de: la hormona hiperglucemiante de crustaceos (CHH)

(Kleinholz, 1966, 1967).



Posteriormente la CHH fue aislada de la glandula sinusal del cangrejo Carcinus maenas vy

caracterizada su secuencia por primera vez por Kegel en 1989 (citado por Webster, 2012).

Este péptido tiene un peso de 8 000 a 9 000 Da que estd formado por 72 residuos de aminoacidos
con 6 residuos Cys conservados. Ambos extremos se encuentran modificados, el extremo amino

por un residuo de piroglutamato y el extremo carboxilo por una amida (Soyez, 1994).

Posteriormente se fueron identificando diversos péptidos en diferentes especies de crustaceos
encontrando que en los componentes de esta familia la secuencia de aminodcidos es muy
parecida por lo que se designd la superfamilia CHH con dos subfamilias: CHH tipo | en donde se
clasifica la CHH con actividad hiperglucemica en sentido estricto, asi como péptidos con actividad
de transportadores de iones y CHH tipo Il donde se incluyen péptidos como MIH y VIHs. Dichas
subfamilias se dividen en base a las diferencias en sus genes y precursores respectivos. La
secuencia de aminoacidos de estos presenta una homologia del 60% (Webster, 2012; y Fanjul,

2006).

Dentro de la subfamilia CHH tipo | existen diferentes isoformas que se clasifican en CHH-A y CHH-
B. Estas tienen una homologia del 92% difiriendo solo en la configuracion de un solo residuo de
aminodcido en la posicidn 3 (L- o D-Phe). Algunos autores mencionan que ambas mantienen una
actividad similar hiperglucemiante pero con diferentes respuestas en el curso del tiempo (Wei-Jun
et al., 1997; Soyez, 1994); aunque otro autor menciona que la isoforma D-Phe es mas potente en
su efecto hiperglucemiante, donde esta misma en Procambarus clarkii es mas potente en reprimir

la sintesis de ecdysteroides (Webster, 2012).

Actividades bioldgicas de la CHH

La hormona hiperglucemiante de crustaceos es un péptido importante durante el desarrollo y la
vida de los crustaceos pues tiene muchas actividades bioldgicas, algunas de estas coinciden con la
funcién de otras hormonas. Entre sus funciones se encuentran el inhibir la muda, la reproduccidn,
ademas de intervenir en funciones osmoregulatorias. Sin embargo su funcidn principal parece ser
la regulacidn del metabolismo de carbohidratos, pues cuando se aplica una inyecciéon de CHH en
un crustaceo se produce de inmediato una hiperglucemia en el organismo. Esta respuesta es

iniciada rdpidamente dentro de 15 a 20 minutos, y es sostenida por largos periodos entre 1 a 3
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horas (Santos y Keller, 1993). Esta movilizacidn de glucosa, de fuentes de glucdgeno en el musculo

y hepatopdncreas, provee de los requerimientos energéticos a los tejidos de los crustaceos.
Sintesis de CHH

En los crustaceos malacostracos la CHH, asi como otros péptidos, son sintetizados en los somas de
neuronas que se encuentran en el érgano X (OX) para posteriormente ser transportados via
axodnica hacia el sistema neurohemal denominado glandula sinusal (GS) donde son almacenados
por un tiempo y posteriormente secretados (Fanjul, 2006). Se conoce por medio de estudios
inmunohistoquimicos que el mayor sitio de sintesis y liberacidon de péptidos de la superfamilia CHH
en los crustaceos malacostracos es el sistema glandula sinus 6rgano X (OX-GS); estos estudios han
mostrado que la CHH tiene diferentes localizaciones dentro de los somas neuronales del OX, en los
axones del tracto OX-GS y en las terminales neurohemales de la GS. Sin embargo la CHH, ademas
se expresa en una gran variedad de tejidos neurales y no neurales en los crustaceos (Webster,
2012). Por estudios neuroquimicos se han encontrado isoformas de CHH en el sistema nervioso y
el intestino de diversos crustaceos; ademas de haber sido localizada en la retina, particularmente
en las células tapetales de la retina, en estadios juveniles de Procambarus clarkii. Estas células
tapetales presentan un ritmo diario de inmunoreactividad positiva a CHH. Los autores sugieren
que la secrecién dindmica de estas células puede ser modulada por la liberacién de serotonina de

células retinulares adyacentes (Escamilla et al., 2001, 2002).
Modulacion de CHH

La sintesis y secrecidon de la CHH es regulada homeostaticamente y circadianamente (Fanjul-Moles,
2006). Al decir homeostaticamente nos referimos a que los niveles de hormona siempre se deben
mantener dentro de un nivel basal. Este nivel basal es interrumpido en ciertos momentos del dia,
es decir que existen aumentos o disminuciones en la concentracion de la hormona llevada a cabo

por un control circadiano.

En estudios realizados en diferentes laboratorios dirigidos por Glowik y Keller (1997), describen
una regulacion de la secrecién de CHH por medio de un mecanismo de retroalimentacién negativa
y positiva. El mecanismo de retroalimentacidn negativa esta dado por los niveles de concentracién

de la D-glucosa, cuando estos aumentan provocan la hiperpolarizacidon de células secretoras de
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CHH, ubicadas en el complejo OX-GS, generdndose una corriente de potasio. Esta
hiperpolarizacién provoca que la célula deje de secretar CHH. El mecanismo de retroalimentacion
positiva se regula mediante los niveles de lactato circulantes en la hemolinfa, donde el lactato
provoca la secrecién de CHH (Santos y Keller, 1993). Pero los niveles de CHH no solo obedecen a
una retroalimentacion negativa o positiva, también se conoce que diversas aminas modulan Ia
actividad secretora de las células del complejo OX-GS, como los son: serotonina, dopamina y
octopamina. Se ha reportado que la serotonina provoca la secrecion de CHH de una manera dosis-
dependiente, esto al provocar una despolarizacidn en las células secretoras (para revisién Fanjul-

Moles, 2006).

Ritmo de la CHH

Gorgels y Voorter (1985) propusieron un modelo de regulacion diaria para la liberacion de CHH: Ia
actividad sintética de las células de CHH recibe un estimulo dos horas antes de comenzar el
periodo de oscuridad, resultando en una pronunciada transferencia de granulos de CHH dentro de
los axones. Los granulos de CHH llegan a las terminales axdnicas después del inicio del periodo de
oscuridad. Entonces ocurre la maxima actividad exocitdtica que causa una fuerte liberacién de
CHH hacia la hemolinfa. Cuatro horas después esta CHH liberada produce una hiperglucemia.
Siendo el mismo proceso el que causa un segundo pico, pero menor, de glucosa al inicio del

periodo de luz.

Lo anterior corresponde a la CHH secretada por el complejo OX-GS, recientes estudios han
mostrado que también existe un ritmo diario en la secrecidn de CHH en las células retinianas y que
éste es diferente de la secrecidn del complejo OX-GS. Los autores sugieren que la CHH secretada
por la retina puede estar cumpliendo un papel solo a nivel local donde suple las demandas
energéticas en dicho tejido, pues en la retina existen los sustratos necesarios para obtener glucosa

en condiciones de emergencia (Fanjul-Moles et al., 2010).

En crustaceos nocturnos como el acocil Astacus leptodactylus la hiperglicemia es resultado de la
liberaciéon de CHH hacia la hemolinfa al inicio de la escotofase. Las concentraciones de CHH asi
como de glucosa en la hemolinfa muestran variaciones a lo largo del dia en diferentes especies de

acocil.



Metabolismo de glucosa

Los niveles de glucosa en la hemolinfa de crustdceos decdapodos revela un ritmo circadial,
caracterizado por menores niveles basales durante el periodo de luz y un pico en el contenido de
glucosa que aparece varias horas después del inicio de la oscuridad. Investigaciones fisioldgicas en
acociles indica un ritmo circadiano de los niveles de glucosa sincronizado por luz oscuridad (Kallen

etal., 1990).

Modelo de estudio

Procambarus clarkii

El acocil es un invertebrado de agua dulce que pertenece al orden Decdpoda de la clase Crustacea,
y se piensa que tiene un origen monofilético. Se reconocen dos super familias: Astacoidea y
Parastacoidea. La primera se divide en dos familias la Astacidae y la Cambaridae. Mientras que en

la segunda hay una sola familia la Parastacidae.

La familia Cambaridae es el grupo de decapodos mas diverso de los cuales el 99% se encuentran
distribuidos en Norte América, por lo que en esta zona se reconocen dos subfamilias:
Cambarellinae y Cambarinae, esta ultima conformada por 10 géneros: Barbicambarus,
Bouchardina, Cambarus, Distocambarus, Fallicambarus, Faxonella, Hobbseus, Orconectes,

Procambarus y Troglocambarus (Holdich, 2002).

Por lo que los organismos usados en el presente trabajo son crustaceos decapoda que pertenecen
al género Procambarus de la especie clarkii. Hoy en dia esta especie se encuentra ampliamente
distribuida en México, en estados como Baja California Norte, Baja California Sur, Chihuahua,
Coahuila, Durango, Nuevo Ledn, Sonora, Tamaulipas (Hernandez et al., 2007). Su distribucidn
mundial es muy amplia pues se encuentra en 4 de los 6 continentes. Esta especie es de
importancia econdmica, sin embargo también es de suma importancia en las investigaciones

fisiolégicas y neurobioldgicas (Campos, 2005).
Sistema neuroenddcrino

El principal sistema neuroenddcrino en crustaceos decapodos se encuentra en los I6bulos épticos,

en ellos se contienen neuropilos que forman parte del protocerebro lateral del cerebro como: la
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[dmina ganglionar, médula externa, médula interna y médula terminal. Esta estructura es muy
importante ya que es una fuente de neuropéptidos que tienen un rol vital en la modulacién de los
ritmos circadianos como el de la locomocién, distribucidon de pigmentos y la sensibilidad de la
retina. Entre estos neuropéptidos tenemos a la hormona concentradora de pigmentos rojos
(RPCH), CHH, hormona inhibidora de la muda (MIH), hormona inhibidora de la vitologenesis
(VIH/GIH) y la hormona inhibidora del érgano mandibular (MOIH) (Strauss y Dircksen, 2010).
Dentro de esta misma estructura se encuentra el complejo érgano X-glandula sinusal; este
consiste de un cumulo de somas localizado en la superficie proximal de la médula terminalis
donde los axones proyectan al drgano neurohemal, glandula sinusal, que arborizan dentro de
numerosas terminales. El 6rgano X contiene una poblacidon heterogénea de células
neurosecretoras que producen varios neuropéptidos envueltos en la regulacidon y homeostasis de

una gran variedad de procesos fisioldgicos (Glowik et al., 1997).

Los granulos neurosecretores que contienen CHH son transportados por un tracto que los dirige a
través del neuropilo de la médula terminal a la region neurohemal. Cerca del 40% de las
terminales axdnicas de las GS contienen granulos neurosecretores de CHH que son liberados hacia
la hemolinfa via exocitésis. Esta actividad sintética de las neuronas junto con el transporte de los
granulos de CHH hacia GS y la liberaciéon de la hormona dentro de la hemolinfa muestran una

ritmicidad circadial (Kallen et al., 1990).
Ritmos en acocil

Los ciclos dia-noche o luz/oscuridad ejercen una poderosa influencia en crustaceos. La ritmicidad
fotoperiddica sincroniza distintos ritmos enddégenos como son los ritmos de actividad locomotora,
la amplitud de la respuesta eléctrica de los ojos compuestos a un estimulo de luz, conocido como
ritmo de amplitud del electrorretinograma, cambios en los potenciales eléctricos de los
fotorreceptores, asi como cambios ciclicos en el movimiento de los pigmentos en los ojos y en el

exoesqueleto.

Los ritmos fotoperiddicos requieren de detectores fotosensitivos para sincronizarse a ciclos
ambientales de luz-oscuridad. Dos sistemas fotorreceptivos, aparte de los ojos compuestos, han

sido identificados en el acocil: los fotorreceptores caudales en el sexto ganglio de la cadena



ganglionar ventral y los fotorreceptores cerebrales del cerebro, también denominado ganglio

supraesofagico (Sullivan et al., 2009)

En condiciones 12:12 de luz-oscuridad un acocil, del género Astacidea, exhibe un ritmo circadiano
de locomocién en el que la actividad ocurre en la fase de oscuridad. En Procambarus clarkii se ha
observado que existe un ritmo locomotor bimodal, es decir, con dos picos de actividad uno en el
inicio de la fase de oscuridad y el otro en el inicio de la fase de luz. El oscilador que genera esta

ritmicidad se encuentra en el cerebro.
Ritmos en retina
Amplitud del ERG

Un electroretinograma (ERG) es un registro eléctrico de campo, esto quiere decir que el ERG
representa el conjunto de potenciales de varias células de la retina, siendo estos potenciales
provocados por un estimulo luminoso. Este registro tiene la ventaja de poder realizarse en lapsos
de tiempo bastante amplios, como son los experimentos crdnicos. Se conoce que la amplitud del
ERG puede variar a lo largo de un dia, por lo que se ha documentado un ritmo de amplitud del
electroretinograma (ERG), el cual se define como las variaciones en la amplitud de la respuesta de
los fotorreceptores a un estimulo de luz de una intensidad determinada. La amplitud es mayor
durante la fase de oscuridad con respecto a la fase de luz. Este comportamiento se mantiene en
condiciones constantes de oscuridad por lo que se dice que es un ritmo enddgeno (Fanjul, 2003;

Strauss y Dircksen, 2010; Aréchiga et al., 1993).

Esta diferencia en la respuesta de los fotorreceptores es debido a tres factores: 1) cambios en la
sensibilidad de los fotorreceptores, 2) La posicion de los granulos de pigmento proximal y distal y
3) la secrecién periddica de la glandula sinusal de neurohormonas reguladoras. Dichas
neurosecreciones influyen en la sincronizacién de la actividad ritmica de ambos ojos, asi como en
la sincronizacién de grupos osciladores contenidos en la misma retina, como son: los
fotorreceptores y las células pigmentarias de proteccidn que se encuentran tanto entre las
omatidias (células del pigmento distal), como dentro de las células retinulares (pigmento proximal)

(Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo, 2003; Strauss y Dircksen, 2010).


http://es.wikipedia.org/wiki/Astacidea

Poco se conoce la manera en la que los fotorreceptores tienen cambios en su sensiblidad, aunque
se propone que esta regulacién es auténoma de la retina. Se han hecho numerosos experimentos
para conocer qué estructuras regulan la ritmicidad del ERG, como lesiones en algunas zonas del
cerebro, ablaciones de estructuras. A partir de esto se conoce que la [dmina ganglionar asi como
otros ganglios dpticos, no contribuyen en la ritmicidad del ERG y que las lesiones en hemiganglios
del cerebro, del protocerebro o del deutocerebro no alteran las oscilaciones del ERG. Sin embargo
la separacion de hemiganglios del protocerebro si lleva a una desincronizacion en la fase del ERG,

lo cual indica una conectividad nerviosa entre esta estructura y la retina (Strauss y Dircksen, 2010).

La estructura sugerida como responsable de generar el ritmo del electrorretinograma es el ganglio
supraesofagico (ganglio cerebroide), sin embargo se ha mostrado que tanto el I6bulo éptico como
la retina aislada, en condiciones de oscuridad constante, muestran un ritmo en la amplitud del
ERG (Sanchez y Fuentes Pardo, 1977; citado por Arechiga y Rodriguez-Sosa, 1998) por lo que los
autores sugieren: un origen local para dicho ritmo y que las células de la retina son capaces de
generar dicha ritmicidad. En los fotorreceptores de la retina y células de la lamina ganglionar se
encontré inmunopositividad para el gen per, lo que refuerza el hecho de que esta estructura

forme parte del reloj circadiano como un oscilador (Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1998).

Movimientos de pigmentos

Los ojos de los crustaceos se caracterizan por tener la migracién de granulos de pigmento, estos
movimientos tienen una influencia en la sensibilidad de los fotorreceptores (Frixione et al., 1989),
pues al concentrarse o expandirse cambian la cantidad de luz que puede entrar a los
fotorreceptores, blinddndolos como cuando se cierra la pupila o exponiéndolos a una mayor
cantidad de fotones. Es por lo anterior que estos pigmentos constituyen una verdadera
pseudopupila. De esta manera los pigmentos regulan la sensibilidad de los fotorreceptores a la luz,
ya que por medio del movimiento de estos en las omatidias son capaces de detectar los cambios

en la intensidad de luz que se les presenta.

Dentro de los pigmentos que forman la pseudopupila del ojo del acocil se reconocen dos tipos: los
pigmentos proximales (PP), que se encuentran dentro de los fotorreceptores (células retinulares) y
los pigmentos distales (DP) que se encuentran dentro de las células accesorias. Como sefiale

anteriormente la funciéon de ambos es la de limitar la cantidad de luz que reciben las membranas
9



rabdoméricas de los fotorreceptores retinulares durante la fase de luz, mientras que en la fase de
oscuridad permiten que la captura de fotones sea mayor. La diferencia en su funcién durante la
fase de luz y la de oscuridad es debida al movimiento que hacen dentro de las células que los
contienen. Pues durante la fotofase ambos pigmentos se encuentran bien distribuidos dentro de
la célula, mientras que en la escotofase los PP se concentran proximalmente y los DP se

concentran distalmente, cada uno dentro de las células que los contienen.

Este movimiento presenta un ritmo circadico siendo que para los DP este movimiento es regulado
por neurosecreciones dispersadoras de pigmentos que son liberadas por la glandula sinusal
durante el dia. Entre estas neurosecreciones tenemos: hormona concentradora de pigmentos
rojos y a la hormona dispersadora de pigmentos (Strauss y Dircksen, 2010). En cambio el
movimiento de los PP, aunque enddgeno, parece ser regulado circadianamente por la luz
mediante la accién de neurotransmisores como la serotonina (Aréchiga et al., 1993) pues estos
migran cubriendo a los fotorreceptores en respuesta a la luz, mientras que en respuesta a la

oscuridad migran aglutinandose en la zona proximal de los fotorreceptores.
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Planteamiento y justificacion del problema

La hormona hiperglucemiante de crustaceos (CHH) ha sido estudiada desde inicios de los 90
(Webster, 2012), desde entonces se conoce su efecto hiperglucemiante. Esta hormona provoca
incrementos rapidos en la concentracion de glucosa en la hemolinfa mediante la movilizacién de
glucosa a partir de fuentes de glucégeno que se encuentran en el musculo y el hepatopdancreas
gue son los principales tejidos blanco de la CHH (SedImeier, 1987). Santos y Keller propusieron en
1993 que la CHH no solo modula la glucogenolisis, sino también podria estar modulando Ia
glicdlisis de una manera directa. El primer locus de secrecién de la CHH identificado fue el
complejo érgano X-glandula sinus (OX-GS) que se encuentra en el |6bulo éptico de los crustaceos
decapodos. Sin embargo en 2002 Escamilla y colaboradores encontraron que cerca del 25% de las
células tapetales de la retina y del I6bulo 6ptico de acociles adultos y juveniles secretan CHH en
respuesta a la despolarizacion mediada por serotonina. Este descubrimiento, junto con la
comprobacidn de que existe glucdgeno en células de la retina (Fanjul-Moles et al., 2010), llevo a
pensar que la glucosa podria ser un sustrato metabdlico para los fotorreceptores. Lo anterior fue
probado por Sanchez Ortiz (2004) en su tesis de licenciatura donde encontré que los
fotorreceptores usan la glucosa para responder eléctricamente a un estimulo de luz. De igual
manera que la secrecidon de CHH del Iébulo éptico es controlada circadianamente, la secrecion de

CHH de las células retinianas esta bajo un control circadico (Fanjul-Moles, 2010).

Con lo anterior quedaba claro que la glucosa podria ser un metabolito energético para los
fotorreceptores, pero se generaban las siguientes preguntas: éla CHH provoca un aumento en la
concentracién extracelular de glucosa en la retina?, de ser asi ¢Pueden los fotorreceptores usar
esta glucosa para responder eléctricamente a un estimulo de luz? Siendo estas las preguntas que

se abordan en la presente tesis.
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Hipoétesis

La aplicacion exdgena de CHH en retina in vitro provocard que este tejido libere glucosa la cual
sera usada como sustrato para la respuesta de los fotorreceptores a un estimulo luminoso; dado
gue en la retina existe un ritmo circadiano de secrecion de la hormona el efecto de ésta en Ia

concentracién de glucosa y amplitud del ERG dependera del momento del dia.
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Objetivo General

Cuantificar la liberacion de glucosa en la retina in vitro del acocil como efecto de la Hormona
Hiperglucemiante de crustaceos en dos puntos diferentes del dia, asi como su efecto sobre la

amplitud del Electrorretinograma (ERG).

Objetivos particulares

Determinar la cantidad de glucosa en retina in vitro, en dos tiempos diferentes del dia: punto en

fotofase y escotofase del ciclo luz-oscuridad, bajo diferentes tratamientos.

Observar las diferencias en la amplitud del ERG con diferentes tratamientos, en dos puntos

diferentes del dia: en fotofase y escotofase del ciclo luz-oscuridad.

Correlacionar los cambios en la concentracién de glucosa con respecto a los cambios en la

amplitud del ERG en diferentes puntos del dia.
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MATERIAL Y METODO

Animales

Se usaron 50 animales adultos de la especie Procambarus clarkii. Los organismos fueron
colectados en Delicias, Chihuahua. Todos los animales se aclimataron al laboratorio en acuarios de
acrilico suplidos con lamparas conectadas a un timer para el control del fotoperiodo. Estuvieron en

estos por lo menos dos semanas antes de los experimentos.

Condiciones experimentales

Una vez aclimatados los animales fueron separados en dos grupos experimentales sometidos a
diferentes fotoperiodos, un grupo con un fotoperiodo L:O 12:12 encendido de la luz a las 7 AM,
apagado de la luz a las 7PM. El segundo grupo con un fotoperiodo O:L 12:12 apagado de la luz 7
AM, encendido de la luz 7PM. Por convencién se denomina ZTO0 la hora a la que se enciende la luz
y ZT12 la hora a la que se apaga, que en el caso del primer fotoperiodo ZTO corresponde a las 7 am
y en el segundo fotoperiodo corresponde a las 7 pm. Para todos los animales, después de haber
sido anestesiados mediante refrigeracidon, las retinas se disectaron después de 3 horas del
encendido o apagado de la luz, es decir a ZT 3 o ZT 15. Esto con el propdsito de observar los
efectos de la CHH sobre la concentracion de glucosa y la amplitud del electrorretinograma en
retina durante dos horas distintas del dia, a las 10 am (ZT3) y 10 pm (ZT15). Para todos los
tratamientos experimentales se usd una versidon sintética de CHH que fue sintetizada por los
laboratorios BIOPEPTIDE Co;Inc. Esta version tiene un peso molecular de 3 474 Da., dado que sélo
fue sintetizada una parte de la hormona. La siguiente secuencia corresponde a la secuencia
completa de aminodacidos del péptido, siendo la zona sombreada la secuencia correspondiente a la

sintetizada por los laboratorios:

1 mwslvvvvvv vvaslgssgv hgrsvegssr legllssgss sseplsflsqg dhsvnkrgve
61 dgackgiydr aifrklelvc ddcynlyrkp kvattcrenc yansvfrgcl ddlllinvvd
121 eyisgvgivg k

Para todos los experimentos se uso una dilucién de la hormona a una concentracidn de 178nM.
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Registro del Electroretinograma (ERG)

Para el registro del ERG se tuvieron dos grupos experimentales: En el primer tratamiento, grupo
control, las retinas una vez disectadas eran incubadas con 500 pl de solucidon fisiolégica Van-
Harreverld+Hepes (VH+Hepes, 197.77 mM NaCl, 5.37mM KCI, 13.53 mM CaCl,, 2.60 mM
MgCl,*6H,0, 2.38 Hepes, el pH fue ajustado a 7.55); el segundo tratamiento, grupo experimental,
consistia de incubar la retina con 450 pl de VH+Hepes mas 50 pl, a una concentracion de 178nM,
de CHH por lo que la concentracién de CHH a la que fueron expuestas las retinas fue de 16nM.
Esto se hizo durante el dia y noche del fotoperiodo luz/oscuridad, es decir a las 10 (ZT 3) y 22 (ZT
15) horas (Figura 2). Cuando los animales provenian del escotoperiodo (ZT15) se cuidaba que no
incidiera luz sobre los ojos de estos por lo que la diseccién se hacia con luz roja. Para la diseccion
de retina se colocé al acocil durante 5 minutos en hielo para inmovilizarlo y poder aislar uno de
los pedunculos oculares, posteriormente se disectd la retina del tallo ocular. Antes de la diseccidn
se perford la cornea con un electrodo para poder facilitar la insercién del electrodo de registro.
Después de disectar la retina se colocd en una caja de Petri en el interior de una cdmara de
registro protegida por una jaula de Faraday, la cual cuenta con un sistema de perfusion que
mantenia un flujo constante de solucién fisiolégica VH+Hepes. Después de poner la retina en
alguno de los tratamientos se proseguia al registro del ERG, para esto se colocaba un micro-
electrodo de tugsteno conectado, por medio de una sonda de alta impedancia HIP511GA, a un
amplificador Grass P511; se obtenia una respuesta de prueba para comprobar que el sistema
estuviera captando la sefial eléctrica de la retina, dando un solo pulso de luz siempre de la misma
intensidad y duracidn procedente de un fotoestimulador Grass S48. La sefial fue filtrada usando un
filtro pasa bajas a 1 Hz y a un filtro pasa alta a 1 KHz, la sefial fue amplificada a un 1 mili volt por
centimetro. Una vez obtenida la respuesta de prueba, se dejaba durante media hora para la
adaptacion de la retina a la oscuridad; posteriormente se iniciaba el registro del ERG usando el
software Axoscope version 1.1, durante dos horas que consistia de tres pulsos con un intervalo de
10 segundos entre estos, dados cada 10 minutos por medio del fotoestimulador. Después de la
primer hora de registro se realizaba un lavado el cual consistia en cambiar la solucidn fisioldgica

VH+Hepes.
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LD 12:12 DL 12:12
enc. luz 7am enc, luz 7pm
Jim x 20 - im x 20

Control
VH +Hepes
Registro ERG cada 10 min

Lavado
60 min 14°C

Registro ERG cada 10 min

Figura 2. Protocolo experimental para el registro electroretinografico (ERG). Se usaron organismos
provenientes de dos fotoperiodos L:D y D:L. La retina fue disectada a las 10 am (ZT 3) y 10 pm (ZT
15), respectivamente. Las retinas de ambos fotoperiodos eran puestas en uno de los dos
tratamientos: VH + Hepes o CHH con pulsos de luz cada 10 minutos, durante una hora de registro.

Cuantificacion de Glucosa

En este protocolo se manejaron 3 grupos experimentales en cada una de las horas, ZT 3y ZT 15

(Figura 3).

Se colocd al acocil durante 5 minutos en hielo para inmovilizarlo, posteriormente se disectd la
retina del tallo ocular y ésta se colocd en uno de los tres tratamientos: 1) CO, la retina fue puesta
en un tubo para centrifugar, de aproximadamente 1.5 ml, con solucidn fisioldgica VH+Hepes para

inmediatamente ser homogenizada. 2) CHH s/luz la retina fue incubada durante una hora en 180yl
16



de solucion fisiolégica VH+Hepes que ademas tenia 20 pl de CHH, por lo que fueron expuestas a
una concentracion de 17.8nM de CHH. 3) CHH c/luz la retina fue incubada de igual manera que el
tratamiento previo con la diferencia que en esta durante la hora de incubacién fue estimulada con
tres pulsos de luz con un intervalo de 10 segundos cada 10 minutos. Todos los tratamientos

fueron realizados a una temperatura ambiente de aproximadamente 20°C.

Después de cada tratamiento las retinas fueron homogenizadas en 160 ul de solucién fisioldgica,
una vez homogenizadas se les agregd 40 pl de 4cido tricloroacético (TCA) al 70% para
desnaturalizar las proteinas y con esto romper la membrana de las células. El homogenizado
obtenido se centrifugé durante diez minutos a dos mil revoluciones por minuto, en una centrifuga
Prism R, a una temperatura de 4°C. Posteriormente se recogio el sobrenadante y se usé 25 ul de
cada muestra para la determinacién de glucosa. El kit usado para la cuantificacion fue Genzyme
Diagnostics. El ensayo enzimatico se basa en la oxidacién de la glucosa lo cual produce un
producto colorido que puede ser cuantificado mediante la absorbancia de cada muestra, las

muestras fueron analizadas en un espectrofotémetro Ultrospec 2000 a 505 nm.

Andlisis estadistico

Electroretinograma

Los datos fueron manejados en una hoja del programa Microsoft Excel donde los valores de la
amplitud obtenidos en cada tratamiento fueron porcentualizados y después analizados por
ANOVA de una via con la prueba pos hoc Diferencia minima significativa (DMS) por medio del
programa SPSS statistics. Las graficas se realizaron con el programa GraphPad Prism que son el

resultado del promedio de la amplitud obtenido del registro de 5 retinas para cada tratamiento.

Concentracién de glucosa

Los datos fueron analizados con el programa SPSS statistics. Se hizo un andlisis de ANOVA de una
via junto con la prueba pos hoc DMS, la N de cada tratamiento fue de cinco. Las graficas se
realizaron con el programa GraphPad Prism que representan el promedio de los valores de cada

tratamiento.
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LD 12:12
enc. luz 7am
x 20

DL 12:12
enc. luz 7pm
i x 20

Control
VH + Hepes

R4

\ —

Anestesia
10 min en frio

Determinacién de Glucosa
Método de glucosa oxidasa

CHH
+
Pulsos de
LUz
¢/10 min

Figura 3. Protocolo experimental para la determinacion de glucosa. Se usaron organismos

provenientes de dos fotoperiodos L:D y D:L. La retina fue disectada a las 10 am (ZT 3) y 10 pm (ZT

15), respectivamente. Las retinas de ambos fotoperiodos eran puestas en uno de los tres

tratamientos: VH + Hepes, CHH con pulsos de luz cada 10 minutos, CHH en oscuridad, estos dos

ultimos incubados durante una hora.
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Resultados

Para observar el efecto de la CHH en la amplitud del ERG, se hicieron registros durante una hora
con pulsos de luz cada 10 minutos en retinas incubadas con VH+Hepes o con CHH, provenientes
estas de cualquiera de las dos horas evaluadas ZT 3 o ZT 15. Con el fin de observar si la amplitud
aumentd o disminuyd segun el tratamiento se compard la amplitud del ERG al tiempo cero contra
la amplitud en el tiempo sesenta. Para la concentracion de glucosa se incubaron retinas en CHH
con o sin estimulos de luz, asi como retinas incubadas en VH+Hepes y después se determind la

concentracién de glucosa para retinas provenientes de la hora ZT 3 y ZT 15.
Efecto de la CHH sobre la concentracion de glucosa y la amplitud del ERG durante ZT3

El efecto de la CHH sobre la concentracion de glucosa fue el provocar un aumento de esta, pues
las retinas incubadas en CHH mantenidas en oscuridad durante una hora mostraron una mayor
concentracién de glucosa comparado a las retinas incubadas en VH+Hepes (Figura 4). A la par el
efecto de la CHH sobre la amplitud del ERG durante la hora ZT 3 de la fotofase fue el de ir
aumentando la amplitud a través de la hora de registro. Como se puede observar en la figura 5, las
retinas del grupo control presentaron un aumento en la amplitud en el tiempo 10 al 60, donde
esto podria deberse quizds al proceso de adaptacién a la oscuridad por parte de los
fotorreceptores, sin embargo después de una hora de haberse realizado el lavado la amplitud
registrada en el tiempo 60< (@=86.79+7.57%) no muestra diferencia significativa (post hoc DMS)
con la registrada en el tiempo control (@ =99.99+2.9%). El efecto de la CHH sobre la amplitud se
puede observar en la figura 6, ésta muestra el registro de retinas del grupo experimental, donde
se observa la tendencia a aumentar la amplitud durante el registro siendo éste aumento
permanente hasta el minuto 60 después del lavado (60<). De manera que al comparar la amplitud
al tiempo cero respecto al tiempo sesenta en retinas control no se observa ningin cambio en ésta,
al contrario de las retinas incubadas con CHH las cuales presentan un aumento en la amplitud a los

60 minutos de registro (Figura 7).
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Figura 4. CHH aumenta la concentracién de glucosa en retina in vitro. La concentracidén de
glucosa aumentd en retinas incubadas por una hora con CHH (CHH, #=3.89+0.65 mg/dI,
n=5) respecto a las retinas control (Ctl, @ =1.4+0.37 mg/dl, n=5) de organismos que
provenian de ZT3. En ninguno de los dos casos fueron estimuladas con luz. * (p<0.05) DMS
post hoc.
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Figura 5.Registro del ERG de retinas control provenientes de ZT3, fotofase. En esta
grafica se puede observar que la amplitud aumentd significativamente, sin embargo la
amplitud en el minuto 60< (después del lavado) no muestra diferencia respecto al
tiempo 0.* (p<0.05) DMS post hoc.
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Figura 6. Aumento de la amplitud del ERG en ZT3. Se puede observar el aumento de la

amplitud a través del tiempo, una hora de registro, como efecto de la CHH. 60< hace
referencia a los datos tomados en el tiempo 60 después del lavado. * (p<0.05) DMS post
hoc (n=4).
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Figura 7. Aumento en la amplitud del ERG como efecto de la CHH en ZT3.En esta grafica se
puede observar que en el tratamiento control (ctl) no se encontré diferencia en la amplitud
entre el tiempo 0 y 60. Por el contrario en el tratamiento experimental (CHH) si hubo
diferencias, siendo éste un aumento en la amplitud en el tiempo 60 (@#=171 +12.27 %, n=3)
respecto al tiempo 0 (@ =91.66+8.57 %, n=3). * (p<0.05) DMS post hoc.
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Efecto de la CHH sobre la concentracion de glucosa y la amplitud del ERG durante ZT15

En la hora ZT15 de la fase de oscuridad o escotofase para las retinas incubadas en CHH durante
una hora no se observé ninguna diferencia en la concentracién de glucosa al comparar éstas con
las retinas control, es decir, las retinas que estuvieron incubadas en VH+Hepes (Figura 8). En lo
referente al efecto de la hormona sobre la amplitud del ERG se observé que hubo una disminucidn
en las retinas incubadas con CHH. En la figura 10 se observa el registro a lo largo del tiempo de
retinas incubadas en VH+Hepes donde se muestra que la amplitud se mantuvo con pequefios
variaciones en el tiempo 20, 40 y 50 que fueron aumentos en la amplitud, sin embargo la amplitud
del tiempo 60 y del tiempo 60 después del lavado (60<) no muestran disminucién o aumento
respecto al control. Por el contrario en las retinas incubadas en CHH se observa una disminucion
de la amplitud a partir del minuto 30 donde este efecto perduro hasta el tiempo 60< (Figura 9). De
manera que al comparar la amplitud del tiempo sesenta contra el tiempo cero de las retinas en
CHH se observa una disminucion de la amplitud, mientras que como ya se menciono en las retinas

control no hay diferencia de amplitud entre el tiempo cero y el sesenta (Figura 11).
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Figura 8. Concentracion de glucosa liberada en respuesta a la CHH en retinas de ZT 15. La concentracidn de
glucosa en las retinas incubadas con CHH (@ =1.03+0.39 mg/dl, n=5) durante una hora no muestra diferencia
alguna con la concentracidn de las retinas control (@ =1.45+0.39 mg/dl, n=5) durante la escotofase.
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Figura 9. Amplitud del ERG en retinas control de ZT15. Se muestra el registro hecho durante una

hora de retinas del grupo control provenientes de la escotofase, en el cual se observan aumentos en
la amplitud solo a ciertos tiempos, siendo que después de una hora y de 60 minutos después del
lavado (60<) la amplitud no muestra cambios respecto al tiempo 0. * (p<0.05) DMS post hoc.
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Figura 10.Disminucién de la amplitud del ERG en ZT15. En esta grafica se puede observar
que el porcentaje de amplitud fue disminuyendo a partir del minuto 30 durante la hora
de registro cuando la retina estuvo incubada en CHH. *diferencias significativas respecto
al control prueba pos hoc DMS (p<0.05, n=4).
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Figura 11. Disminucion en la amplitud como respuesta a la CHH en retinas provenientes de ZT 15. Se observa
la disminucién en la amplitud al tiempo 60 (@#=57.43+10.34%, n=3) respecto al tiempo 0 (@ =99.99+0.81%,
n=3) de retinas incubadas en CHH (CHH), mientras que en las retinas control (Ctl), incubadas en VH+Hepes, no
hubo ninglin cambio en la amplitud del tiempo 0 (@ =99.9+0.81%, n=3) contra el 60 (@ =93.19+7.44%, n=3). *
(p<0.05) DMS post hoc.

Glucosa usada para la respuesta de los fotorreceptores

Para conocer si la glucosa que esta siendo liberada en respuesta a la CHH en la retina es usada por
los fotorreceptores para la respuesta a un estimulo luminoso, se incubaron retinas en CHH por una
hora, durante la cual fueron estimuladas con un tren de tres impulsos cada diez minutos. Con este
protocolo se observé que en las retinas provenientes de ZT3 la concentracion de glucosa fue
menor en las retinas estimuladas contra las que no lo fueron (Figura 12). Mientras que en las
retinas provenientes de ZT15 aparentemente sucedid lo contrario, pues aunque la concentracion
de glucosa fue de 1.18 mg/dl mayor en las retinas estimuladas que en las retinas que no lo fueron,
la prueba estadistica no muestra que esta diferencia sea significativa; aunque cabe destacar que el
valor de 0.065 es cercano a 0.05 por lo que quizas seria necesario tener un nimero mayor de
muestras para asi poder estar seguros en descartar o afirmar la existencia de una diferencia

significativa entre tratamientos (Figura 13).
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Figura 12. Disminucion de la concentracion de glucosa en retinas estimuladas con pulsos de luz. Se observa
que la concentracion de glucosa en las retinas, provenientes de ZT3, disminuyd al ser estimuladas con pulsos
de luz (CHHcl) (#=1.99+0.37 mg/dl) respecto a las que no fueron estimuladas (CHHsl (@ =3.89+0.65 mg/dl). *
indica diferencias significativas entre tratamientos, prueba post hoc DMS (p<0.05, n=5).
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Flgura 13. Concentracion de glucosa en retinas estimuladas con pulsos de luz. Segun esta grafica podemos
observar que la concentracién de glucosa en las retinas, provenientes de ZT 15, parece haber aumentado al
ser estimuladas con pulsos de luz (CHHcl) (¢=2.21+0.21 mg/dl, n=5) respecto a las que no fueron estimuladas

(CHHsl) (@ =1.03+0.88 mg/dl, n=5). Sin embargo el valor p (0.065)> 0.005 no es estadisticamente significativo,
DMS.



Discusion

Efecto de la CHH durante ZT3

Los datos obtenidos en ésta tesis muestran que durante la fotofase la CHH tiene un efecto
similar sobre la concentracidon de glucosa en la retina del acocil al efecto que tiene dicha
hormona en otros tejidos de éste crustdceo. Tanto en el hepatopancreas y el musculo
abdominal la CHH provoca la liberacién de glucosa en el medio intracelular, asi como un
aumento de éste carbohidrato en la hemolinfa (Santos y Keller, 1993; Sedlmeier, 1987). Lo
anterior indica que la CHH regula el metabolismo de carbohidratos en los tejidos antes
mencionados. Se ha propuesto que el mecanismo de accién de dicha hormona se realiza
mediante la regulacién de la actividad enzimdtica de la glucdégeno sintasa y la glucégeno
fosforilasa (Sedimeier, 1981 y 1982). Son los trabajos de este investigador los que revelaron
gue en los crustdceos la CHH disminuye la actividad de la glucégeno sintasa, encontrando una
correlacién entre la disminucidn de la actividad de la enzima antes mencionada y un aumento
en los niveles de AMPc y GMPc; por lo que se sugiere que estos actlan como segundos
mensajeros en la via de sefializacion de la CHH. En los mismos trabajos se propone que quizas
la CHH también activa a la glucdgeno fosforilasa, sin poder concluir este hecho en su modelo.
Sin embargo trabajos recientes comprobaron que la inyeccion de CHH aislada del cangrejo
Oziotelphusa senex senex produce un aumento en niveles de actividad de la enzima glucégeno

fosforilasa (Sreenivasula et al., 2007).

Trabajos anteriores del laboratorio han demostrado la existencia de depdsitos de glucégeno
en la retina del acocil (Valdés-Fuentes, 2006; Fanjul-Moles, 2010) lo que aunado a los datos
obtenidos en éste trabajo, respecto al aumento de los niveles de glucosa en la retina in vitro
como efecto de la CHH durante el dia (ZT3) (Figura 4), lleva a pensar que dicha hormona esta
regulando el metabolismo de carbohidratos en retina posiblemente al inhibir la glucégeno
sintasa y quizas activar la glucégeno fosforilasa. Lo anterior tiene como consecuencia la
liberacion de glucosa, sustrato que puede ser usado por los fotorreceptores para sostener la
respuesta eléctrica a la luz. Esto ultimo se confirmo con los experimentos en donde se incubo
a retinas con CHH junto con la aplicacién de estimulos luminosos, las cuales presentaron una

menor concentracidn de glucosa comparado a las retinas que no recibieron estimulos (Figura
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12). Lo que sugiere que la glucosa esta siendo usada para la respuesta de los fotorreceptores a
la luz, lo que nos da un indicio de un rol de separacién de actividades metabdlicas entre la glia
y las células sensoriales semejante a lo que sucede en insectos. Tsacopoulos (1988) trabajando
con la abeja Apis mellifera demostré que al aumentar el metabolismo oxidativo de los
fotorreceptores como consecuencia de la fotoestimulacion también aumentaba la actividad
metabdlica en la via de degradacién de carbohidratos, glucolisis, por parte de la glia. Lo que
deja claro que es la glia la que provee de la glucosa necesaria para la actividad de las neuronas,

lo que podria estar sucediendo en la retinas de los acociles.

Si bien la CHH podria estar ejerciendo una regulaciéon en el metabolismo de glucosa en la
retina llevando a que aumente durante el dia, no deja claro la relacién de este fendmeno con
el efecto que ésta ejerce en la amplitud del ERG. Pues la amplitud del ERG aumenta en las
retinas provenientes de ZT3, que fueron incubadas con CHH respecto a las que fueron

incubadas en VH+Hepes durante la fotofase (Figura 7).

Se ha demostrado que la sensibilidad de los fotorreceptores a los pulsos de luz es regulado de
una manera circadiana (Fanjul-Moles, 2014), lo que se refleja en los cambios circadianos en la
amplitud del ERG. Como se menciond en la introduccién de este trabajo el aumento de la
amplitud del ERG durante la noche es debido en parte al movimiento de los pigmentos distales
y proximales los cuales son retraidos, dejando asi los fotorreceptores expuestos para que una
mayor cantidad de fotones incida en ellos. Por el contrario durante el dia estos pigmentos
protegen la retina, esto lleva a que haya una menor sensibilidad por parte de la retina a la luz
durante el dia, y como resultado la amplitud del ERG es menor. Otro de los fenédmenos que
lleva a que el ERG sea menor durante el dia es el hecho inherente a las propias células

sensoriales de presentar una menor sensibilidad (Aréchiga et al., 1993).

Esta propiedad de los fotorreceptores de presentar menor sensibilidad durante el dia puede
ser explicado por el trabajo de Miller y Glantz (2000). Ellos observaron que existe una
conductancia de potasio dependiente de voltaje que permite a la célula, después de un evento
de despolarizacion, volver a los valores de la membrana en reposo para asi poder responder
nuevamente a un pulso de luz. Durante la adaptacion a la luz existe una pequena

despolarizacién lo que repercute en la corriente de potasio llevando a que ésta disminuya y asi
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no sea restaurado el potencial de membrana en reposo lo que tiene como consecuencia que la
sensibilidad de los fotorreceptores sea menor durante la adaptacion a la luz. El rol del Calcio
en este fendmeno es importante pues se ha visto que hay una relacidon entre el aumento de

éste en el interior celular y la inhibicion de la corriente de potasio.

Lo antes descrito nos permite entender que durante la fotofase, fisiolégicamente la retina es
incapaz de responder con una alta sensibilidad a un pulso de luz, pero segun los resultados
obtenidos en el presente trabajo se observd que hubo un aumento en la amplitud del ERG
durante el dia. Esto sugiere que la CHH podria estar ejerciendo un efecto a nivel de los
fotorreceptores que lleva a un aumento en la sensibilidad a la luz. La posible manera de
accion de la CHH en los fotorreceptores sugerida en el presente es relacionado con la via de

sefializacion de dicha hormona.

El proceso de fototransduccién en invertebrados es producido por una cascada de sefializacién
que inicia con la isomerizaciéon de la rodopsina, en respuesta a un fotén, que da lugar a
metarodopsina; ésta molécula activa una proteina G (Gq) una vez dicha proteina G es
fosforilada, en cuyo proceso se forma GTP a partir de GDP, queda activa para inducir la
activacion de la fosfolipasa C (PLC) que cataliza la conversién de fosfoinositol bifosfato a
inositol trifosfato, este ultimo abre canales en el reticulo endoplasmatico que permiten la
salida de Ca®". Sin embargo el efector final encargado de la apertura de los canales para la
despolarizacién de la célula no se conoce, siendo propuestos el Ca®* (Shin et al., 1993,
Dorlochter et al., 1997) y/o el GMPc (O’Day et al., 1997; Johnson et al., 1995; Bacigalupo et al.,
1991). Los principales modelos para la foto-transduccidn en invertebrados son la mosca de la
fruta Drosophila, el artropodo Limulus y algunos moluscos. Siendo que se han encontrado
diferencias en las vias de sefializacién de estos organismos. En Limulus y Drosophila han
encontrado que la inyeccion de GMPc o bien, en el caso de la mosca, la inyeccién de un
andlogo de GMPc induce una corriente parecida a la producida por la luz en los
fotorreceptores, es decir, la relacidn corriente/voltaje en respuesta a la luz y al GMPc es muy
similar (Johnson et al., 1986; Bacigalupo et al., 1995). Aunado a esto estd el hecho de que en el
calamar se ha observado un aumento en los niveles de GMPc en respuesta a la foto-

estimulacién de los fotorreceptores (Johnson et al., 1986).
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Por otro lado esta el trabajo de Shin y colaboradores (1993) en el que muestran la importancia
del aumento del Ca* para la despolarizacion de los fotorreceptores como respuesta a la luz, en
este trabajo aclaran el rol del Ca** ya que se consideraban dos modelos para explicar la funcion
del calcio en la fototransduccién: el modelo sinérgico y el modelo de dos vias. El primero
postulaba que el rol del Ca** consistia en aumentar la velocidad de los pasos en la cascada
primaria donde el calcio no es del todo esencial, mientras que en el segundo modelo postula
que el Ca’* es el encargado de modular una de las vias involucradas en la fototransduccidn, es
decir, que el calcio es importante solo para uno de las fases del potencial de receptor. En
donde los autores en base a sus resultados concluyen que ninguno de los modelos anteriores
explican el rol del calcio, donde el papel de éste se ajusta mejor a un modelo de mediacién en
donde el aumento del calcio es un paso previo a la apertura de canales, donde ellos proponen
que quizas el aumento del calcio esta ligado al aumento de los niveles de GMPc que es el que
lleva a la apertura de canales. Para aclarar este ultimo punto entre la relacién del aumento de
los niveles de GMPc y el Ca*" se ha propuesto a la enzima guanylato ciclasa (GC) como el
enlace entre estos dos fenémenos, en donde el aumento del Ca** de alguna manera lleva a la
activacion de dicha enzima que cataliza la sintesis de GMPc, esto fue probado de manera
indirecta al observar el efecto de inhibidores de la GC donde se observo que al inhibirla la

amplitud de la despolarizacion es menor comparada al control (Garger et al., 2004).

Todo lo anterior ha sido principalmente estudiado en los fotorreceptores ventrales de Limulus,
donde este es, aparte de la mosca, el principal modelo de fototransduccién en invertebrados
por lo que quizas este modelo nos ayude a entender lo que sucede en los fotorreceptores del
acocil. Asi pues se conoce que la CHH lleva al aumento en los niveles de GMPc de una manera
dependiente de tiempo y dosis en el musculo y hepatopancreas (Sedimeier, 1981), de manera
que si la CHH esta actuando sobre los fotorreceptores puede provocar en estos un aumento
de GMPc donde éste ultimo es importante para la apertura de canales idnicos sensibles a

GMPc, por lo que quizds la amplitud del ERG aumentaria.

Lo antes propuesto ha sido demostrado en la mosca Drosophila, en este trabajo usaron un
andlogo del GMPc el 8-bromo-ciclico-GMP (8-Br-cGMP) donde observaron que la aplicacién
exogena de dicha molécula en los fotorreceptores lleva a un aumento en la respuesta de éstos

a la luz, asi como la induccidn de una corriente de membrana (Bacigalupo et al., 1995).
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Seria interesante investigar mas sobre la hipdtesis antes mencionada y constatar el efecto del
GMPc o de un analogo en preparaciones de retina in vitro, con el fin de observar el efecto de
éste en la corriente de membrana, asi como realizar una curva corriente-voltaje (I-V) y analizar

el efecto del GMPc en la conductancia de membrana de los fotorreceptores.

Efecto de la CHH durante ZT15

El efecto de la CHH en la concentracion de la glucosa durante la noche, fue nulo, es decir no se
encontrd ninguin cambio en la concentracion de glucosa (ver figura 8). Esto puede deberse a
que al inicio de la noche es secretada CHH de la Glandula Sinusal y ésta ejerce su efecto en sus
drganos blanco, incluyendo quizas a las células tapetales pues se sugiere que son blanco de la
hormona (Gorgels-Kallen y Voorter, 1985; Fanjul-Moles, 2006). De manera que durante la
escotofase la CHH se encuentra ejerciendo un efecto enddgeno en la retina por lo que los
receptores de la hormona estan ocupados por la CHH enddgena por lo que la CHH exdgena se
ve imposibilitada de ejercer su efecto pues el sistema se encuentra saturado. Sin embargo
existe un efecto de la CHH que no queda del todo claro; ya que pareciera que en las retinas
incubadas con la hormona y que fueron estimuladas con luz la concentracién de glucosa fue
mayor que en las incubadas en CHH y que no fueron estimuladas, pero esto no esta del todo
definido ya que la diferencia significativa es muy cercana a p<0.05, pues fue de p (0.065)>
0.05, de manera que seria importante ampliar la n de los experimentos o bien usar una mayor
concentracién de la hormona y asi definir bien el rol de la hormona respecto a su efecto sobre

la concentracion de glucosa en retinas estimuladas y no estimuladas con pulsos de luz.

Respecto al efecto de la CHH en la amplitud del ERG durante ZT15 se observd que este es
paraddjico pues la amplitud disminuye en las retinas incubadas con CHH respecto a las retinas
incubadas con VH+Hepes (Figura 11). Esto quiza sea porque la CHH al ejercer su efecto en los
fotorreceptores provocaria un aumento en los niveles de GMPc que junto al aumento de este
nucledtido en respuesta a la luz (como se ha visto en el calamar; Johnson et al., 1986) llevaria
a que los niveles fueran tan altos que por un efecto alostérico podrian activar a la
fosfodiesterasa, ésta enzima degrada GMPc, por lo que los niveles disminuirian de tal forma
que los canales sensibles a GMPc no podrian ser abiertos en respuesta a un fotdn por lo que la

respuesta a la luz decae (O” Day, 1997).
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Por lo que el efecto de la CHH sobre la amplitud de los fotorreceptores y la concentracién de la
glucosa, nos indica que las células retinulares tienen una respuesta muy diferente a un mismo
estimulo, misma concentracién de CHH, de una forma diferente segliin el momento del dia. Lo
anterior podria estar indicandonos un efecto dual de la hormona, es decir, que las células que
tienen receptores a la CHH y estdn siendo estimuladas por ésta, desencadenan diferentes
respuestas celulares que dependen del estado fisiolégico de la célula en un momento
particular del dia. Lo encontrado en el presente trabajo sobre un aumento en alguna actividad
metdbolica y una disminucion de la misma actividad por una sola hormona donde el efecto,
aumento o disminucién, depende solo del momento del dia en el que la hormona estimula a la
célula no ha sido descrito en invertebrados. Existen reportes en donde prueban el efecto de
un péptido en la amplitud del ERG pero solo durante el dia subjetivo (Mancillas et al., 1984;

Kass et al., 1984).

Por otro lado en vertebrados Yannielli y Harrington (2001) reportaron que el neuropeptido Y
tiene efectos diferentes sobre el sistema circadiano segun la hora del dia; pues durante el dia
subjetivo el péptido produce un cambio de fase, sin embargo durante la noche subjetiva tardia
este mismo péptido inhibe el cambio de fase del reloj producido por la luz. En dicho trabajo los
autores concluyen que esto podria deberse a la interaccidn de la hormona con diferentes
subtipos de receptores, donde un subtipo de receptor regula el efecto durante el dia y el otro
subtipo durante la noche. Aunque lo anterior sucede en vertebrados nos ayuda a tener una
idea de lo que puede estar pasando en los invertebrados y plantearnos nuevas dudas, como
por ejemplo: éexisten subtipos de receptores a la CHH?, de ser asi éla expresion de estos es
diferente durante el dia, de manera que un subtipo predomina en el dia subjetivo y otro en la
noche?, ées la regulacion de diferentes vias metabdlicas por estos subtipos de receptores los
que permiten el efecto dual de la hormona? Y también sera muy importante conocer si existen
implicaciones de la diferente respuesta de las células a la CHH sobre la sincronizacidn del ritmo

del ERG.

En términos de ritmos bioldgicos la Ultima pregunta es muy importante pues la retina es
considerada un oscilador del sistema circadiano de los acociles, siendo que la retina aislada
muestra un ritmo enddégeno (Aréchiga y Rodriguez- Sosa, 1998; Sanchez y Fuentes-Pardo,

1977) por lo que la regulacidon de la actividad eléctrica y metabdlica de esta estructura es
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importante para la expresion del ritmo del ERG; ademas de que esta estructura es la via
aferente por la que los ritmos son sincronizados a ciclos de luz/oscuridad ya que se comunica
via proyecciones nerviosas con el cerebroide que se piensa que es el oscilador encargado de
sincronizar y regular numerosos ritmos en el acocil (Page y Larimer, 1974; Larimer y Smith,

1980).

Se ha observado que la retina aislada, sin la influencia hormonal del I6bulo 6ptico, es capaz de
mantener un ritmo de ERG por varios dias, lo cual deja de manifiesto la capacidad enddgena
del tejido de generar oscilaciones (Sanchez y Fuentes-Pardo, 1977). Ya que dicha sensibilidad
no solo es regulada por el movimiento de los pigmentos sino que también las propias células
retinulares generan una oscilacién enddgena en la sensibilidad a la luz, junto con el hecho de
que la CHH es secretada por células del mismo tejido (Escamilla et al., 2002) y que los
resultados del presente trabajo dan indicios de que las células tienen todo un mecanismo para
responder de diferente forma a la CHH segun la hora del dia, indica que la CHH podria tener
un rol en la sensibilidad de los fotorreceptores y que por tal podria estar involucrada en la

regulacién del ritmo del ERG..

Asi concluyo que el presente trabajo no solo confirma lo encontrado previamente por
Sanchez Ortiz (2004) en su tesis de licenciatura sobre el hecho de que la glucosa es el sustrato
que los fotorreceptores usan para mantener su actividad en respuesta a estimulos luminosos y
que la CHH tiene un rol en la liberacidn de glucosa dentro de la retina, sino que también da pie
a pensar que la CHH podria tener un papel en la regulacién del ritmo del ERG. Por lo que lo
anterior me lleva a proponer que la CHH podria tener un rol como neuromodulador en la
actividad eléctrica de la retina. Este es un hecho interesante ya que en mamiferos también ha
sido propuesto al glucagén, el andlogo de la CHH en los crustaceos, como neuromodulador de
la retina. Pues al igual que la CHH su funcién es el aumento de los niveles de glucosa en la
sangre siendo que se ha encontrado inmunoreactividad en la capa ganglionar de la retina en
ratones. Aunado a esto se ha observado que el glucagdn aumenta los niveles de AMPc en la

retina (Fernandez-Durango et al., 1990).
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Conclusiones

1)

2)

3)

La aplicacion de CHH exdgena en la retina tiene un efecto sobre la regulacidon del

metabolismo de glucosa, semejante al de la CHH enddgena sobre otros tejidos.

La glucosa liberada por la CHH es usada por los fotorreceptores para sostener la respuesta

a estimulos luminosos.

Los efectos paraddjicos de la CHH sobre la amplitud del ERG segun la hora del dia, donde
durante la fotofase el efecto fue aumentar la amplitud y por el contrario durante la
escotofase la disminucién de ésta, muestran que es importante la regulacién circadiana de
secreciéon de dicha hormona para un control adecuado de los ritmos, en este caso del

ritmo del ERG.
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