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1. Resumen

Estudios recientes en diversos vertebrados muestran que la activacion de la via
CREB-CRE (Proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc/ elemento de
respuesta al AMPc) induce cambios en la sincronizacién del ritmo de actividad
locomotora a través de aumentos intracelulares del nucleétido ciclico AMPc
(monofosfato de adenosin ciclico), provocando cambios en la expresion
circadiana de genes reloj (per1 y tim) dentro del oscilador principal (nucleo
supraquiasmatico) ubicado en el cerebro de mamiferos. En invertebrados, se
desconoce la accion de tal via sobre los ritmos circadianos de locomocion. En
el presente trabajo, se utiliz6 una especie de crustaceo (acocil Procambarus
clarkii), teniendo como hipdtesis que la via de sefalizacion CREB-CRE
participa en la sincronizacion del ritmo de actividad locomotora de P. clarkii. El
objetivo principal es observar cambios de fase provocados por tres diferentes
tratamientos experimentales. Se registré6 la actividad locomotora de los
acociles, para aplicar, ya sea: un tratamiento de luz (300 Lux) por 1 hora, 10
MM de db-AMPc, 0 9 uM de un inhibidor de la PKA (H89) mas un pulso de luz
por una hora. Cada tratamiento experimental se aplicé a grupos de acociles en
diferentes tiempos circadianos (CT 13, CT 10 y CT 23). Se estimé el
desfasamiento producido en el ritmo de actividad locomotora y se construyeron
curvas de respuesta de fase (CRF) por cada tratamiento experimental. La
aplicacién de luz en el CT 13 provocé atrasos de fase promedio de 2.2 horas,
mientras que en el CT 23 se presentaron adelantos de fase promedio de 3.2
horas. El tratamiento de db-AMPc caus6 cambios de fase similares a los
provocados por el tratamiento de luz, mientras que la aplicacion de H89+luz
provoco arritmias en la mayoria de los registros. Los resultados llevan a
concluir que la via de senalizacion CREB- CRE, activada a través de aumentos
intracelulares de AMPc o bien, bloqueada a través del farmaco H89, produce
cambios en la transcripcion de los genes reloj involucrados en la sincronizacion
del ritmo de actividad locomotora de P. clarkii, en donde la PKA es un elemento
crucial en la activacion de tal via de sefializacién. Por otro lado, se concluyé
que el AMPc actua como un mimetizador luminico, ya que la luz y el AMPc
provocan cambios de fase y cambios en los periodos de los ritmos similares
(dependiendo de la hora circadiana en que se aplicaron tales tratamientos).
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1.-Abstract.

Recent studies in vertebrates show the CREB-CRE (CRE response element
binding protein -- cAMP response element) signaling pathway as an important
activator by intracellular increases of the cyclic nucleotide, adenosine
monophosphate (cAMP), yielding changes in the circadian clock gene
expression (per1 and tim) within the main oscillator (suprachiasmatic nucleus,
located in the mammalian brain), inducing changes in the locomotor activity
rhythm entrainment. The role of the CREB-CRE signaling pathway on the
circadian locomotor activity rhythms is unknown in invertebrates. In this work, |
used a crustacean specie (crayfish Procambarus clarkii). The hypothesis of this
work is: The CREB-CRE signaling pathway plays a major role in the locomotor
activity rhythm entrainment. The main objective was observing induced phase
shifts, either by a light pulse, an application of a cAMP analogue (db-cAMP) or
an inhibitor of protein kinase A (PKA). Locomotor activity was measured for the
subsequent application of the three treatments (10 yM db-cAMP, 9 uM of an
inhibitor of the PKA (H89) + light and a light exposure treatment (300 Lux) for 1
hour. The above treatments were applied at three different circadian times (CT
13, CT 10, CT 23). The phases shifts were estimated then, the phase response
curves (PRC) were constructed for each experimental treatment. The light
treatment applied at the CT 13 caused phase delays about 2.2 h, instead the
light pulse at CT 23, where we obtained phase advances about 3.2 h. The db-
cAMP and the light treatment caused similar PRC at the different circadian
times. The H89+light treatments caused arrhythmias in most locomotor activity
recordings. These results lead to the conclusion that the CREB-CRE signaling
pathway (activated by intracellular cAMP increases or blocked by the PKA
inhibitor) probably yields changes in the clock genes transcription involved in
the P. clarkii locomotor activity rhythm entrainment, where the PKA is a crucial
element in the activation of this signaling pathway. cAMP acts as a light mimetic
element, since light and cAMP caused similar phase shifts and periods changes
after the application of the treatments at the three circadian times.
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2. Introduccioén.

2.1-Ritmos bioldgicos.

Desde sus inicios, la vida ha estado sujeta a cambios ambientales ciclicos,
resultado de los movimientos de rotacion y translacion del planeta, por lo que
practicamente todos los habitats muestran fluctuaciones peridédicas predecibles
y recurrentes en las que se alternan la luz y oscuridad, el frio y el calor, la
sequia y humedad, la presion atmosfeérica, la disponibilidad de alimento, asi
como las interacciones sociales (Fanjul e Hiriart, 2010). Pittendrigh (1993)
propuso a los cambios ambientales ciclicos como una presidn adaptativa,
siendo factores importantes en la evolucion. Asi, mediante la seleccion natural,
el caracter predecible de los ciclos ambientales indujo en los organismos
primitivos un “programa temporal” que, al integrarse al genoma, dio lugar a una
organizacion temporal enddgena capaz de anticipar los cambios ciclicos
externos (Fanjul e Hiriart, 2010).

En general, un ritmo biolégico se define como la ocurrencia de cualquier evento
dentro de un sistema bioldgico en intervalos de tiempo mas o menos regulares
(Kalmus, 1935). Entre los criterios para identificar un ritmo biolégico se
consideran:

1) La frecuencia.

2) El sistema biolégico donde se expresen tales ritmos.
3) El tipo de proceso que genera a los ritmos.

4) La funcién que el ritmo desempefa (Aschoff, 1984).

Los parametros basicos que definen a un ritmo bioldgico son:

1) Periodo (T): Representa el tiempo requerido para completar un

determinado ciclo. Este puede presentar una duracion de milisegundos
hasta anos.

2) Frecuencia (f): Se define como el numero de ciclos en una unidad de

tiempo, y es el reciproco del periodo (f =1/ T). (Koukkari y Sothern,

2006), por lo que, si el periodo se alarga, la frecuencia del ritmo
disminuye y viceversa (Fanjul e Hiriart, 2010).

3) Fase (¢@): Se define como el estado espontaneo de la oscilacion
representando cada punto que constituye al ciclo. Para caracterizar la
fase, lo mas usual es determinar el momento (hora del dia) en el que la

16



variable estudiada alcanza su valor maximo o minimo a lo largo del ciclo
periddico. Al punto maximo de una oscilacién se le denomina acrofase,
mientras que al punto minimo en que la variable muestra su menor
amplitud se le denomina batifase, (Cardinalli et al., 1994). (Ver figura 1).
Para comparar entre organismos diurnos y nocturnos, se ha definido que
el CT 12 corresponde al inicio de actividad locomotora (0 su marcador
de fase equivalente) para cada especie, donde la actividad del ritmo
rebasa la media de la oscilacion. También se puede considerar al Mesor
como un parametro importante, ya que se define como el nivel medio de
la oscilacion de un ritmo (Fanjul e Hiriart, 2010).

AmpIFtud Periodo de 24 horas
(circadiano) Acrofase
Max 7 Yy
: I L i Inicio de Actividad §|
j . f \ i \/
Media f JFases} f ! fial .
(Mesor) I f /
Min

Bati'fase :
Tiempo

Figura 1. Esquema que muestra los parametros representativos de los
ritmos bioldgicos. En el eje de las ordenadas se muestran los valores
maximos, medios (mesor) y minimos de la amplitud de la oscilacion de la
variable estudiada, mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el
tiempo en el que transcurre la oscilacibn de la variable estudiada.
(Modificado de Cardinali, et, al, 1994).

Los ritmos biolégicos se clasifican usualmente a través de la duracion del
periodo que presentan. Se encuentran por ejemplo los ritmos ultradianos, los
cuales tienen una frecuencia inferior a 20 horas, los ritmos circadianos, con una
duracion aproximada a 24 horas, los ritmos infradianos, con periodos mayores
a 28 horas, los ritmos circanuales que presentan periodos de un afio, los ritmos
infranuales, con periodos mayores a un ano (Koukkari y Sothern, 2006).

2.1.1-Ritmos circadianos.

Una de las modalidades mas estudiadas de los ritmos biolégicos son los ritmos
circadianos. Como se menciond anteriormente, estos presentan periodos
cercanos a 24 horas (“circa”, cercano, “diem”, dia). Una caracteristica
importante de los ritmos circadianos observados en organismos tan diversos
como las algas, moscas de fruta y humanos es que estos, mas alla de tener

17



una respuesta a los cambios de 24 horas en el ambiente fisico provocados por
los mecanismos celestiales, también poseen un reloj interno o reloj biolégico
que permite al organismo predecir y prepararse ante los cambios del medio
ambiente (noche y el dia). De ese modo, se adaptan los organismos tanto
conductual como fisiologicamente ante los retos asociados con los cambios
diarios en el ambiente externo. A si mismo, el reloj biolégico provee una
organizacion interna temporal para asegurar una sincronizacion interna entre la
gran variedad de sistemas fisioldgicos y bioquimicos de los organismos.
(Pittendrigh, 1993).

Las siguientes propiedades definen a los ritmos circadianos:
1) Son ubicuos en toda la escala filogenética

2) Poseen una naturaleza endogena, es decir, que dependen de la
existencia de osciladores o marcapasos internos capaces de generar
una actividad ritmica autonoma genéticamente determinada. Esto se
prueba al colocar al organismo en condiciones constantes.

3) Se sincronizan a cambios periddicos ambientales a través de sefiales
externas.

4) El periodo en condiciones constantes es diferente y cercano a 24 horas.
El valor del periodo compensa cambios de temperatura. (Fanjul e Hiriart,
2010).

Todos los ritmos diurnos que se manifiestan bajo condiciones naturales,
mantienen su expresién en condiciones de laboratorio a través de sefales de
tiempo externas impuestas en el ambiente, sin embargo, en un ambiente bajo
condiciones constantes, el periodo del ritmo raramente es exactamente igual a
24 horas, ya que suele cambiar a un periodo cercano a 24 horas. Tal diferencia
del periodo externo con el interno se debe a un proceso fisioldgico que permite
a los organismos sensar y anticiparse a las variaciones estacionales, dandole
un caracter adaptativo a este proceso (Strauss y Dircksen, 2010).

Los osciladores son grupos de neuronas centrales que oscilan autbnomamente
midiendo el tiempo formando en conjunto al marcapasos. Los osciladores se
especializan en conferir la ritmicidad y modular (si es que es el caso)
osciladores periféricos secundarios que intervienen en funciones circadianas,
como la ingesta de alimento. Los marcapasos se han identificado tanto en
vertebrados como en invertebrados haciendo posible una actividad oscilatoria
enddégena, poniendo a tiempo diversas funciones del organismo. El reloj se
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conforma por el oscilador, marcapasos, junto con las vias de entrada (6rganos
sensoriales) y vias de salida (Fanjul e Hiriart, 2010). Ver figura 2.

Receptor del Transduccion Generador Transduccion de
Zeitgeber de la sefial del ritmo la sefial de
de entrada salida

“0—0— i

Yoo

Figura 2. Esquema que representa los componentes de un sistema circadiano.
Todo sistema circadiano contiene al menos tres elementos: Una o varias
estructuras anatomicas que capten la sefial ambiental externa (zeitgeber) para
ser captado por el marcapasos circadiano para su sincronizacion, un
marcapasos circadiano que genera la oscilacion, y una o varias vias de salida
del marcapasos a través de la cual éste dirige la expresion de varios ritmos.
(Segarra, 2006).

Los criterios que definen la funcién de un oscilador principal son:

1) Actividad oscilatoria auténoma en condiciones de oscuridad o luz
constante.

2) Sincroniza a través de sefiales ambientales externas para ajustar la fase
a los cambios ambientales periddicos, (por ejemplo, ciclos de luz y
oscuridad).

3) Al momento de realizar una lesién o ablacién en el oscilador principal, se
pierde la ritmicidad circadiana total.

4) Al trasplantar el conjunto de células de un oscilador principal, se
recupera la ritmicidad.

5) Al aislar al oscilador principal en condiciones in vitro, se mantiene la
ritmicidad del conjunto de células que lo componen, por un lapso de
tiempo considerable.

(Strauss y Dircksen, 2010).

2.2-Sincronizacion del reloj a senales externas.
Una oscilacién circadiana puede sincronizarse a una sefal externa periodica
(zeitgeber). La sincronizacién se puede definir como el ajuste del periodo (1) del

sistema circadiano al periodo T del zeitgeber. Cuando ocurre un fenémeno de
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sincronizacion, el sistema adopta una relacion de fase especifica con el
zeitgeber donde el periodo del zeitgeber (T) se ajusta a un determinado ritmo
circadiano, siendo equivalente el periodo de este ritmo en condiciones estables

a T (T = T). Se puede comprobar una sincronizacién verdadera a través de la
posicion de la fase del ritmo enddgeno sincronizado, la cual es (aunque no
necesariamente), caracterizada por la anticipacion del zeitgeber. Si existe una
re-sincronizacion luego de un episodio de oscilacién libre, o luego de un cambio
de fase del zeitgeber, la fase se caracteriza por algunos ciclos transitorios
antes de que se alcance una sincronizacion estable. Otro criterio para verificar
si existe un fendbmeno de sincronizacion es que, en libre corrimiento en
condiciones constantes, luego de la sincronizacién, el ritmo comienza desde el
tiempo impuesto por el zeitgeber dado anteriormente. Este ultimo criterio es la
evidencia mas importante de la existencia de una sincronizacién de un ritmo.
La demostracion experimental de una sincronizacion requiere, primeramente,
que el ritmo bioldégico se registre tanto en presencia como en ausencia del
zeitgeber. En la presencia del zeitgeber, el periodo podria ser idéntico al
periodo de éste, mientras que en ausencia del zeitgeber, debe observarse un
ritmo en oscilacion libre. Cuando el periodo del zeitgeber se cambia, el ritmo
bioldgico podria cambiar su periodo para que coincida con el periodo del nuevo
zeitgeber, al menos en estado estacionario de sincronizacién. El segundo
criterio para determinar si existe una sincronizacion es, que la oscilacion
circadiana, en la presencia del zeitgeber, se mantenga con una relacion de fase
unica con tal zeitgeber. Esta fase se alcanza independientemente de la fase del
sistema en donde se dio la primera sefal. Un tercer criterio para comprobar si
existe una sincronizacion es teniendo en cuenta al fendémeno del
enmascaramiento que pudiera presentar un sistema circadiano en relacion a lo
que provocarian diversas variables ambientales, las cuales podrian enmascarar
un proceso de sincronizacién (Takahashi, et. al, 2001).
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2.3-Curva de Respuesta de fase (CRF).

A través de los experimentos de Pittendrigh (1958), se busco tener un mayor
entendimiento (cuantitativo) del proceso de sincronizacion. Tales experimentos
tuvieron la finalidad de analizar la sensibilidad del sistema circadiano
administrando al modelo de estudio, pulsos breves de luz en oscuridad
constante en diferentes puntos de la oscilacion para medir los cambios de fase
provocados por tales pulsos. Con los anterior, se analizé la hipétesis de que
cada zeitgeber provoca un cambio de fase instantaneo. Asi, fue posible reducir
el tiempo del marcapasos en disefios experimentales complejos. Cuando la
fase cambia en respuesta a pulsos simples, los cambios se grafican en funcion
de la fase del sistema circadiano en el tiempo en que se da el pulso. Asi se
obtiene una curva de respuesta de fase (Takahashi, et. al, 2001).

En general, una curva de respuesta de fase es una construccion grafica que
muestra la relacién de los cambios de fase de un ritmo circadiano en funcién de
la hora circadiana en la que se administra un estimulo (pulsos de luz, pulsos de
temperatura o pulsos de farmacos o quimicos). Existen dos tipos de curvas de
respuesta de fase: Tipo 1 y Tipo 0. EIl tipo 1 muestra cambios de fase
relativamente pequefios (usualmente menores a 6 horas), presentando una
transicion continua entre atrasos y adelantos, mientras que en el Tipo 0, se
grafican como adelantos y atrasos, apareciendo usualmente una discontinuidad
(punto de quiebre) en la transicion entre los cambios de fase que presentan
adelantos y atrasos. El término “Tipo 1 y Tipo 0” se refiere al promedio de la
pendiente de la curva cuando se grafica la nueva fase obtenida respecto a la
fase que se tenia anteriormente- (también llamada curva de transicion de fase),
mientras que la curva de respuesta de fase grafica el cambio de fase respecto
a la fase antigua. El Tipo 1 se puede visualizar como una curva de transicion de
fase con una pendiente de 1 (con un angulo de 45°), mientras que el Tipo 0
presenta una pendiente con un angulo de 0° (Johnson, 1992). Ver Figura 3.
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2.3.1-Construcciéon de una CRF.

La construccién basica de una CRF consiste en un grafico, en el cual, en el eje
de las abscisas se grafica al tiempo circadiano (CT) del estimulo, desde el CT 0
hasta el CT 24. La duracién del periodo enddgeno (t) va desde el tiempo
circadiano 0 hasta el CT 24. En condiciones LD 12:12, se toma para tener
condiciones de sincronizacion estandares al tiempo circadiano 0 como el inicio
del dia subjetivo, mientras que el CT 12 es el inicio de la noche subjetiva. La
ordenada es la magnitud del cambio de fase en horas circadianas. Los avances
se grafican por encima de la abscisa como valores positivos, mientras que los
atrasos son graficados por debajo de esta como valores negativos. Los
avances o retrasos de fase se representan con el simbolo A¢g, pudiendo
representar minutos, horas o grados (Johnson, 1992). Ver Figura 3 y figura 4.

Los protocolos principales para realizar una curva de respuesta de fase son los
siguientes:

1) El estimulo o pulso se aplica mientras que el oscilador se encuentra en libre
corrimiento (por ejemplo, cuando se administra un pulso de luz a un organismo
en oscuridad constante en libre corrimiento). En este caso, el organismo
funciona como su propio control, donde la asignacion exacta del tiempo
circadiano del pulso depende del conocimiento de ¢ en un libre corrimiento.
Usualmente el tiempo circadiano de ¢ se asigna a través de su fase en un ciclo
de luz/oscuridad 12:12 (LD), pero es importante tener seguro que no existe
algun enmascaramiento en la condicibn LD. La posibilidad de
enmascaramiento se puede evaluar liberando al organismo de la condicién LD
a un libre corrimiento.

2) El estimulo se aplica en un libre corrimiento corto, después de la liberacion
en condiciones de sincronizacion (por ejemplo, un pulso de luz en oscuridad
constante dentro de pocos ciclos después de la liberacion de condiciones LD
12:12). Este es, probablemente el mejor método para percatarse de que existe
un fenédmeno de sincronizacion.

3) El estimulo se aplica a partir de una condicién continua hacia otra (oscuridad
constante hacia una condiciéon de luz-luz).

4) La curva de respuesta de fase se puede estimar a partir del angulo de fase
asumido por el ritmo en diferentes ciclos T del estimulo. (por ejemplo, ciclos T
de pulsos de luz). Un ejemplo de este método es el de Eskin (1971), donde
compard una curva de respuesta de fase, derivada del método 1 (descrito
anteriormente) y del método 4, donde encontrdé equivalencias. EI método 4 fue
incapaz de producir una curva de respuesta de fase completa, ya que el angulo
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de la fase no es estable alrededor de la region del punto de quiebre de la curva
de respuesta de fase durante la sincronizacion de los ciclos T (Johnson, 1992).

A B C D E
Pulso — — — — —
de o= = &= =S =
luz — — e S— —

+0 -1 -3 +4 -2
D,'"'
adelanto +4 - ' /-\ /
Cambio +2 4 E
de fase 0 \2‘ '
2

atraso -4 - N
C

0 Dia subjetivo |

Noche subjetiva 24
Tiempo circadiano

Figura 3. Ejemplo esquematico de una CRF con pulsos de luz. Los pulsos
estan representados por estrellas. El tiempo de los desfasamientos de la
actividad mostrada en los diferentes actogramas ha sido graficada en relacion
al dia subjetivo y noche subjetiva del animal experimental. En el eje de las
ordenadas del grafico se muestran las horas de adelanto o de atraso que

provoco el estimulo luminico, mientras que, en el eje de las abscisas, se
muestran los tiempos circadianos de 0 a 24 horas (Tomado de Moore-Ede,
1982).
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Figura 4. CRF de actividad locomotora con estimulacion fética y no fética. En la
estimulacion foética (marcada por la linea de circulos blancos) se observan
adelantos de fase en la noche subjetiva tardia), mientras que, en la noche
subjetiva temprana) se observan atrasos de fase. En el dia subjetivo, no
existen cambios de fase significativos. En la estimulacion No Foética marcada
por la linea de circulos oscuros, al aplicar un pulso de oscuridad, existen
adelantos de fase en el dia subjetivo, mientas que, en la noche subjetiva
temprana, no existen cambios de fase significativos, a diferencia de la noche
subjetiva tardia, donde se presentan ligeros atrasos de fase. Tomado de
Mrosovsky, 1996.
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2.4 .-Acocil Procambarus clarkii.

El acocil forma parte de un grupo de crustaceos que habitan en diversos
ambientes, tanto en ambientes |6ticos, como en ambientes lénticos. Los
acociles son organismos cosmopolitas, presentando un amplio rango de
tolerancia a diferentes condiciones ambientales. Se conocen aproximadamente
600 especies de acociles en todo el mundo, con aproximadamente 100
especies en Australia, cerca de 300 en América, mayormente, un 85% en
Norteamérica y Centroamérica. Las especies en México, incluyen una del
genero Orconectes, 10 en el género Cambarellus y 44 del género
Procambarus, este ultimo se distribuye mayormente en zonas como Belice,
Honduras y Estados Unidos (Villalobos, 1948; Rojas, 1998; Lopez, 2006). El
género Procambarus habita en cuerpos de agua temporales. Durante la
estacion seca, pueden encontrarse en pequefios hoyos del suelo que se
conectan a través de tuneles y camaras subterraneas contando con la
humedad necesaria para la supervivencia de estos organismos (Lopez, 2008).
El acocil P. clarkii (ver figura 5), se ha adaptado y colonizado dentro de una
gran variedad de habitats. Los acociles P. clarkii, como otros crustaceos
decapodos, tienen algunas caracteristicas biologicas que los vuelven
potencialmente importantes en la acuacultura, lo que incluye su alta
adaptabilidad en cautiverio, lo que les ha permitido alimentarse de una amplia
gama de alimentos. Asi, estos animales pueden adaptarse a condiciones
ambientales extremas, asegurando su reproduccion y progenie ante tales
condiciones, siendo una especie de crustaceo que ha provocado pérdidas
econdmicas como especie invasora, provocando dafos en cosechas en paises
como China. (Hernandez y Pérez, 2012).

Figura 5. Acocil Procambarus clarkii.

25



2.5.- Sistema circadiano del acocil Procambarus clarkii.

Existe una gran cantidad de estudios cronobioldégicos en crustaceos, de los
cuales gran parte se han realizado en acociles Procambarus clarkii, Cherax
destructor y Procambarus bouvieri; muchos de esos estudios se enfocan en el
ritmo de actividad locomotora. Los ritmos circadianos en los acociles, y en
general en crustaceos, persiste en libre corrimiento, incluso sin sefales de
sincronizacion ambientales. Esta ritmicidad se controla a través de osciladores
internos, los cuales controlan los niveles de actividad celular y, por lo tanto,
regulan eventos fisioloégicos y conductuales manifestandose en un patron
oscilatorio. Como en otros modelos animales, tales osciladores estan
principalmente localizados en el sistema nervioso de estos crustaceos. (Strauss
y Dircksen, 2010).

2.5.1. Retina del ojo de P. clarkii.

Una caracteristica filogenética importante en algunos grupos de animales
(insectos y crustaceos) son los elementos retinianos del ojo compuesto, donde
las omatidias contienen una cuticula derivada de la cérnea y un aparato de
lentes dioptrico con ocho células rabdoméricas y células sensoriales
pigmentadas, rodeadas de células pigmentadas no neurales que inervan
adaptaciones dinamicas para ajustarse a las condiciones luminicas del
ambiente a través de cambios en los pigmentos. La participacion de la retina de
los ojos como sensor de luz para regular funciones circadianas es necesaria
para la adaptacion hacia los cambios de luz/oscuridad del ambiente de los
organismos. Las ablaciones de la retina de estos animales provocan aumentos
de la actividad locomotora, lo cual indica la gran importancia de la retina como
sensor de luz (Fanjul y Prieto, 2003). Ver figura 6.

2.5.2. Sistema del tallo ocular y mediadores de la ritmicidad circadiana del
acocil.

El tallo ocular de los crustaceos esta formado por neurdpilos o ganglios
visuales, conteniendo también estructuras como la lamina ganglionaris, la
meédula externa, la médula interna y la médula terminallis, la cual, es de hecho
parte del protocerebro. El tallo ocular es una importante fuente de
neuropéptidos y moduladores como la serotonina y melatonina involucrados en
la regulacion circadiana, los cuales afectan al ritmo de actividad locomotora, la
distribucion de los pigmentos y la sensibilidad del ojo. La mayoria de la
neurosecrecion de los ganglios del tallo ocular que participa en la regulacion
circadiana, es dada por el aparato de la glandula sinusal y el 6érgano X (SG-
OX). El dé6rgano X se localiza en la corteza lateral anterior de la medula
terminalis, préximo al cuerpo hemilipsoidal mientras que, la glandula sinusal se
ubica adyacente al borde medio entre la medula externa y la medula interna,
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formado por terminales axénicas del sistema del SG-OX y otras neuronas que
conectan alrededor de la arteria optica (Ver figura 6). Se liberan asi diversos
neuropéptidos del ya mencionado sistema SG-OX, como son: la hormona
concentradora del pigmento rojo (RPCH), la homona hiperglucemiante de
crustaceos (CHH), hormona inhibidora de la muda (MIH), hormona inhibidora
de la vitelogénesis/gonadas (VIH/GIH) y la hormona inhibidora del érgano
mandibular (MOIH) (Dircksen y Straus, 2010).
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Figura 6. Esquema del sistema nervioso circadiano del acocil Procambarus
clarkii. Se hacen evidentes los osciladores principales que participan en la
ritmicidad circadiana. En la parte superior se muestra a la retina, seguida del
tallo ocular que contiene al sistema de la glandula sinusal y 6rgano X y
Glandula sinusal (SG-OX). En la seccion anatomica del cerebro, se sefialan a
los fotorreceptores cerebrales (BPR) junto con los osciladores centrales
putativos del protocerebro. Fotorreceptores cerebrales; Finalmente, en la
seccidon anatomica del ganglio caudal se muestra la ubicacion de los
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fotorreceptores caudales (CPR), los cuales promueven la ritmicidad circadiana
de la actividad locomotora. Tomado de Strauss y Dircksen, 2010.

2.5.3. Fotorreceptores caudales del ganglio abdominal terminal del acocil.

Un par de neuronas (fotorreceptor caudal) se ha propuesto como un regulador
circadiano, funcionando como una interneurona que sensa directamente
estimulos de luz, a través de procesos de transduccion que se llevan a cabo
dentro de las dendritas. El fotorreceptor caudal se ubica en posicion anterior
lateral del sexto ganglio abdominal terminal, presentandose como un simple par
de neuronas con largas ramificaciones intra-ganglionares, los cuales se
extienden hasta los I6bulos de los neurépilos antenales y olfatorios del cerebro.
El fotorreceptor caudal esta principalmente involucrado en el control de la
locomocién, modulando conductas de evasion a la luz, incluso pudiendo
responder a pulsos tactiles o corrientes de agua (Dircksen y Strauss, 2010).
Ver figura 6.

2.5.4. Fotorreceptores cerebrales extrarretinianos del acocil.

La participacion de fotorreceptores extrarretinianos se ha visto involucrada en
la regulacion circadiana de diversas especies de invertebrados. En crustaceos,
se han hecho experimentos de ablacibn donde se concluye que los
fotorreceptores que no son caudales o retinianos contribuyen en la regulacién
circadiana del ritmo ERG (electrorretinografico) y el ritmo de actividad
locomotora, donde, si se retira la retina junto con la lamina ganglionaris,
persiste el ritmo (bajo iluminacion monocromatica de luz azul o roja). Los
fotorreceptores cerebrales, localizados abajo de la zona frontal del cefalotérax
del acocil, se han estudiado recientemente para concluir que estan
involucrados en la sincronizacion del ritmo de actividad locomotora de los
acociles P. clarkii y C. destructor (Struass y Dircksen, 2010). Ver figura 6.

2.6.-Actividad locomotora del acocil Procambarus clarkii.

El ritmo circadiano de actividad locomotora en acociles adultos se ha estudiado
profundamente. Se han realizado experimentos que consisten en ablaciones
para localizar marcapasos y mecanismos de sincronizacion responsables de
provocar el ritmo de actividad locomotora en estos organismos. En 1938,
Kalmus reportd que al remover el tallo ocular del acocil Potamobius, se provoca
un incremento de la actividad locomotora y una pérdida de ritmicidad
circadiana. Otros autores (Roberts, 1944; Schaleck, 1942), confirmaron tales
resultados en Cambarus. Sin embargo, Page y Larimer (1975), demostraron en
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Procambarus clarkii la persistencia de ritmicidad después de una ablacion del
tallo ocular, pero, el aislamiento neural de los centros motores del térax (desde
el ganglio supraesofagico hasta la conexion circumesofagica) provoca una
conducta arritmica. Tales autores propusieron al ganglio supraesofagico como
el responsable del ritmo de actividad locomotora, el cual esta relacionado con
los centros de actividad locomotora a través de axones conectados con la zona
circumesofagica. Controversialmente, Fuentes e Inclan (1981), reportaron la
persistencia del ritmo de actividad locomotora en animales descerebrados.
Existe escasa informacién de los fotorreceptores circadianos y vias de
sincronizacion de la actividad ritmica del acocil (Fanjul y Prieto, 2003). Page y
Larimer (1972, 1976), comprobaron que los fotorreceptores que participan en la
sincronizacion, no se encuentran en la retina o en el ganglio caudal;
propusieron que los elementos neurosecretores del tallo ocular no son
necesarios para la expresion del ritmo de actividad locomotora, pero podrian
estar desempefando una funcidén en la sincronizacién del ritmo a través de
ciclos de luz. Sin embargo, Fuentes e Inclan (1987), estudiaron en el acocil
Procambarus bouvieri que el sexto ganglio abdominal funciona como un
fotorreceptor circadiano involucrado en la ritmicidad de la actividad locomotora
(Fanjul y Prieto, 2003).

2.7.-Modelo circadiano del reloj molecular de Drosophila melanogaster.

El reloj circadiano de la mosca de la fruta esta ampliamente estudiado y se
considera uno de los modelos paradigmaticos del funcionamiento del reloj a
nivel de genética molecular. Aqui se identificod el primer gen reloj, llamado
“‘periodo” (per). El segundo gen descubierto en este modelo animal fue
“timeless” (tim). A nivel molecular, el reloj circadiano de la mosca de la fruta
consiste en una doble asa de retroalimentacién negativa, con asas de
transcripcion-traduccion interconectadas. La base del modelo es la
retroalimentacion negativa de la proteina PER y TIM sobre su propia
transcripcion. Los estudios en D. melanogaster y el hecho de que los genes
reloj presenten oscilaciones circadianas robustas, llevd a proponer la
participacion de secuencias de DNA “cis- reguladoras” que se unen a factores
de transcripcion. A tales secuencias se les denominé “cajas-reloj”, donde, mas
tarde, la evidencia apuntd a que estos elementos reguladores son en realidad
“Cajas E” (E-box), las cuales son secuencias hexaméricas del tipo CACGTG
(citosina-adenosina-citosina-guanina-timina-guanina), que también pueden ser
cajas no canonicas del tipo CANNTG (citosina, adenosina, N= cualquier
nucledtido, timina y guanina). Un complejo activador de la transcripcion
formado por dos proteinas Clock (CLK) y Cycle (CYC) se une a una secuencia
de 6 nucledtidos en los promotores (E-Box) de dos genes tim (timeless) y per,
los cuales se activan dentro del nucleo. Los productos de estos genes (las
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proteinas TIM y PER) dimerizan formando un complejo capaz de ingresar al
nucleo e interactuar con CLK- CYC para inhibir su actividad transcripcional. Asi
los genes pery tim se transcriben ritmicamente determinando la oscilacién de
los niveles de las proteinas TIM y PER, donde tal asa de retroalimentacion
tiene una duracion de alrededor de 24 horas. (Figura 2). En una segunda asa
de retroalimentacion paralela, la proteina vrille (VRI) reprime ciclicamente la
transcripcion del gen clk y, puesto que PER y TIM también inhiben la
transcripcion del gen vri, clk oscila en antifase con per y tim (Aguilar, Fanjul y
Carmona, 2009. Ritmos circadianos. En Fanjul y Hiriart, Biologia funcional de
los animales Il. México: Siglo XXI| Editores). Ver figura 7.
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Figura 7. Modelo candnico molecular del asa de retroalimentacién negativa de
Drosophila melanogaster. A través de una sefial externa (luz), se activa el
criptocromo (CRY) el cual en la fase luminosa degrada a TIM, lo cual impide la
formacion del heterodimero de las proteinas PER y TIM. El heterodimero de
PER y TIM interacciona con la proteina DBT (doublé time) acumuladas en el
citoplasma, inhibiendo asi su propia transcripcién a través de la inhibicion del
dimero proteico CLOCK-CYCLE (Fanjul e Hiriart, 2009).
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2.8.-Modelo circadiano del reloj molecular del acocil Procambarus clarkii.

Se ha propuesto que el modelo molecular del acocil P. clarkii es similar al de
Drosophila melanogaster. En el estudio de Escamilla-Chimal et al., (2010), se
reportd que, en el tallo ocular, retina y cerebro del acocil P. clarkii, las proteinas
PER, TIM y CLK se expresan de manera circadiana, lo cual sugiere que los
elementos transcripcionales interaccionan de manera positiva o negativa. En el
trabajo de Escamilla-Chimal y Fanjul-Moles (2008), se comprobd la oscilacion
circadiana de la expresion de la proteina CRY en acociles P. clarkii en los
primeros estadios embrionarios. Lo anterior mostro la expresion circadiana de
CRY manifestandose en el tallo ocular y en el protocerebro. De igual forma, se
ha visto que la proteina CRY se expresa de manera circadiana en algunos
osciladores putativos ubicados en el acocil P. clarkii. CRY se expresa
circadianamente en los tallos oculares y en el protocerebro medio, deduciendo
que la proteina CRY posiblemente esté relacionada con la fotorrecepcion del
reloj y por ende permita la ritmicidad circadiana (Fanjul-Moles y Escamilla-
Chimal, 2004).

2.9-Via de sefalizacién CREB-CRE.
2.9.1- Adenosin monofosfato-3',5' ciclico (AMPc).

El nucleétido adenosin monofosfato-3',5"' ciclico (AMPc) es un segundo
mensajero que participa en diversos procesos biolégicos. Se forma en la cara
interna de la membrana celular por la enzima adenilato ciclasa que se
encuentra unida a la membrana celular. La enzima adenilato ciclasa promueve
la formacion de AMPc a través del ATP (Adenosin trifosfato), liberando difosfato
(PP). La descomposicion de AMPc a 5 AMP se cataliza con la enzima
fosfodiesterasa. La actividad de las adenilato ciclasa se controla por las
proteinas Gs y Gi (pequefa proteina G- small G protein y proteina G inhibidora
de regulacion- inhibitory regulative G protein), que a su vez son moduladas por
sefales extracelulares a través de receptores de 7 hélices transmembranales.
Los receptores beta adrenérgicos estan vinculados con la epinefrina y el
glucagon (primeros mensajeros) para generar segundos mensajeros como el
AMPc, el cual, altera moléculas intracelulares creando una determinada
respuesta, pudiendo por ejemplo iniciar la transcripcidon de diversos genes
(transduccion). EI AMPc funciona como segundo mensajero regulando diversas
hormonas como la epinefrina y glucagon, a través de proteinas cinasas, o
participando en la interconversién de glucdégeno a glucosa, siendo asi crucial la
participacion de la proteina cinasa A (PKA). La proteina cinasa A en estado
inactivo, es un heterotetramero cuyas subunidades cataliticas se separan de
ella y se convierten en enzimas activas. La PKA en estado activo, fosforila
residuos de serina y de treonina de mas de 100 diferentes proteinas y factores
de transcripcion (Koolman y Rohm, 2004).
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2.9.2- Proteina de union en respuesta a CRE (CREB).

La proteina de union al elemento de respuesta al AMPc (CREB, cAMP
response element binding protein), ha sido recientemente reconocida como una
proteina importante dependiente de la fase, activandose a través de una
fosforilacion. La sincronizacion entre la luz ambiental y el reloj biolégico en el
nucleo supraquiasmatico esta relacionada con la fosforilacion de CREB en el
sitio de activacion transcripcional de la Serina 133 (Ser 133) de tal proteina.
Los mecanismos que median la fosforilacion de CREB (P-CREB) y su relacion
con la sincronizacion del reloj son desconocidos hasta el momento (Ding y
Gillete, 1997).

Como se explica en la Figura 8, la PKA fosforila a CREB en la Serina 133
dentro del dominio KID (segmento de la proteina que se activa por cinasas).
Esta fosforilacion provoca cambios conformacionales en CREB que dejan
expuestos los dominios ricos en glutamina del dominio Q2, el cual promueve la
expresion génica a través de la interaccion con el elemento cis denominado
CRE (elemento en respuesta al AMPc — cAMP response element). Asi, la
fosforilacion de la Serina 133 produce un cambio en la estructura de la
molécula que promueve el reclutamiento de los coactivadores CBP (proteina de
unién a CREB- “CREB binding protein”) y p300. La unién de CBP a CREB
fosforilado es necesaria para activar la trascripcion. CBP se une al dominio KID
fosforilado en la Serina 133 a través de su dominio KIK. Por lo anterior, CBP se
considera una proteina de anclaje o adaptadora. EI complejo CREB-CBP
permite el ensamblaje con CRE adosado al DNA; a partir de este suceso se
inicia la transcripcion de genes y la formacion del RNA mensajero para dar pie
a la sintesis de diversas proteinas como PER1 y TIM (Taleiski, 2006).
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Figura 8. Esquema que explica la accién de los aumentos de AMPc a nivel
intracelular. A través del AMPc, se promueve la activacion de la via CREB-CRE
a través de la PKA, provocando, en este caso la transcripcion de genes reloj
cuando CREB es fosforilado uniéndose a la proteina de andamiaje CBP en el
nucleo celular. (Tomado de Kramer, 2015).
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3. Objetivos.

Evaluar el papel de la via CREB-CRE sobre la sincronizacién fética y cambios
en los periodos de los ritmos de actividad locomotora del acocil P. clarkii.

3.1 Objetivos particulares.

-Observar cambios en los periodos provocados por la aplicacion de tres
diferentes tratamientos experimentales a diferentes horas circadianas
(dbAMPc, H89+luz y luz) sobre la actividad locomotora del acocil P. clarkii.

-Analizar cambios de fase en horas por cada tratamiento experimental.

-Construir una curva de respuesta de fase por cada tratamiento experimental
aplicado en animales a los que se les registro la actividad locomotora en tres
tiempos circadianos diferentes (CT 13, CT10y CT 23).

4. Antecedentes.

En vertebrados, se ha comprobado que la via de senalizacion CREB-CRE
actua de manera importante sobre la sincronizacién por luz en los ritmos
circadianos exhibidos en el ritmo de actividad locomotora de ratas (Boyoung y
Aiging, 2010), asi como cambios en la expresién de genes reloj (per? y tim) en
cultivos de retinas de Xenopus laevis, (Green, 2003; Anderson y Green, 2000),
promoviéndose el fendmeno de sincronizacién y cambios de fase en los ritmos.

En crustaceos y, en general en invertebrados, se desconoce el papel de la via
de senalizacion CREB-CRE sobre los ritmos circadianos. En la tesis de
Martinez (2013), se comprobd que el efecto de uno de los elementos que
participa en la via CREB-CRE (AMPc) provoca cambios en los periodos y
amplitud de los ritmos circadianos del electrorretinograma (ERG) de los
acociles P. clarkii y C. montezumae, tanto en acociles integros como en ojos
aislados in vitro. En el presente trabajo, se pretende analizar el efecto de la
induccion o inhibicion de la via de senalizacion CREB-CRE sobre los ritmos
circadianos de actividad locomotora del acocil Procambarus clarkii, 1o cual, se
pretende lograr a través de la aplicacion en diferentes horas circadianas (CT
10, CT 13, CT 23) ya sea de un analogo de AMPc (db-AMPc), un inhibidor de la
PKA+ luz o un tratamiento basado en la exposicion a la luz. Lo anterior, tiene
la finalidad de obtener curvas de respuesta de fase por cada tratamiento para
analizar si la via de senalizacion CREB-CRE promueve la sincronizacion de la
actividad locomotora del acocil P. clarkii.
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5. Hipotesis.

La via de senalizacion CREB-CRE participa como un inductor principal en la
sincronizacion del ritmo de locomocion del acocil P. clarkii provocando cambios
de fase y cambios en el periodo del ritmo de actividad locomotora.

6. Metodologia.
6.1- Registro de la Actividad locomotora.

Se utilizé una N total de 55 acociles Procambarus clarkii adultos en intermuda
de ambos sexos previamente aclimatados. Los acociles se colocaron en
acuarios compartamentalizados (45 cm x 22 cm x 16 cm), donde se
sincronizaron a un fotoperiodo impuesto a través de una lampara de nedén con
intensidad luminica de 300 lux a una temperatura de 20+ 4 °C. La luz se
encontraba a una distancia aproximada de 30 cm de cada acuario, donde un
temporizador controlaba el encendido y apagado luminico. La actividad de los
animales fue registrada con un conjunto de emisores y sensores de luz
infrarroja distribuidos a lo largo de cada contenedor de los acuarios dentro de
los compartimientos de registro de locomocion. La interferencia del haz de luz
provocada por los movimientos de los acociles se transfirié electrénicamente a
un pulso de voltaje por medio de un circuito electronico analdgico digital. La
sefal fue convertida en bits y fue capturada cada minuto por un equipo de
computo para su analisis posterior. Por cada tratamiento experimental que se
explicara mas adelante, se utiliz6 una N de 5 animales, para seguir con el
protocolo de curva de respuesta de fase niumero dos segun Johnson, (1992),
que se describioé anteriormente.

6.2-Preparacion de los farmacos.
Analogo de AMPc (db-AMPc).

La solucion de db-AMPc se obtuvo diluyendo el farmaco en agua destilada
estéril. Se preparé una solucién final de 10 yM a partir de 4.91 ug del
compuesto para disolver en 1 ml de agua destilada estéril e inyectar en uno de
los tallos oculares de los animales 10 ul de la solucion final. El farmaco se
mantuvo a una temperatura de -20°C para su conservacion. (Ver en apéndice
detalles del fabricante).
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H89 (inhibidor de la PKA).

Se preparé una solucion con 18 ug de H89, diluyéndolos en 1 ml de DMSO,
para ser inyectados en una cantidad de 10 ul en uno de los tallos oculares de
cada animal utilizado. La solucion se mantuvo a una temperatura de -20°C para
Su conservacion y asi hacer posible su uso en futuros experimentos. (Ver en
apéndice detalles del fabricante).

6.3- Construccion de la CRF en actividad locomotora.

Se siguid el protocolo 2 para construir curvas de respuestas de fase que
describe Johnson (1992). A los animales previamente aclimatados en los
acuarios de registro de actividad locomotora, se les impuso un fotoperiodo de
luz oscuridad (12:12) con encendido a las 7 h por 5 dias. Consecutivamente, se
dejo en condiciones de oscuridad constante para la posterior aplicacion de los
tratamientos experimentales (Luz, db-AMPc o H89+luz) en el primer dia en DD,
a tres diferentes tiempos circadianos, tomando como base la hora externa que
corresponderia al CT determinado, por ejemplo, el CT 10 corresponde a las 17
h, el CT 13 corresponde alas 20 hy el CT 23 a las 06 h.

6.4-Tratamiento con luz en los registros de actividad locomotora.

Luego de 5 dias, a los animales sincronizados previamente colocados en los
acuarios compartamentalizados para registrar la actividad locomotora, se les
aplicdé un pulso de luz (300 Ix) de una hora de duracién a cada uno de los
acociles en diferentes horas circadianas (CT 13, CT 10 y CT 23) en oscuridad
constante, para dejar registrando la actividad locomotora de los animales por
otros 6 dias. Posteriormente se analizaron los datos de movimiento a lo largo
del dia.

6.5-Tratamiento de db-AMPc en los registros de actividad locomotora.

Luego de 5 dias, a los animales sincronizados previamente, colocados en los
acuarios compartamentalizados para registrar la actividad locomotora, se les
inyectd a través de una jeringa de insulina una dosis de 10 yM de un analogo
de AMPc (dibutirii AMPc) en uno de los tallos oculares a diferentes horas
circadianas (CT 13, CT 10 y CT 23) en oscuridad constante, para dejar
registrando la actividad locomotora de los animales por otros 5 - 6 dias y
analizar los datos posteriormente. La anterior concentracién de db-AMPc se
basé en reportes anteriores (Martinez, 2013, O’Neill, 2009).
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6.6-Tratamiento de H89 + Luz en los registros de actividad locomotora.

Luego de 5 dias, a los animales sincronizados previamente colocados en los
acuarios compartamentalizados para registrar la actividad locomotora, se les
inyecto, a traves de una jeringa de insulina una dosis de 9 uM de un inhibidor
de la proteina cinasa A (H89) en uno de los tallos oculares a diferentes horas
circadianas (CT 13, CT 10 y CT 23) en oscuridad constante, para
posteriormente aplicar un pulso de luz de 300 Lx por una hora. La anterior
concentracion de H89 se basd en reportes previos que utilizaron el mismo
farmaco en ritmos circadianos (H. Ko, 2010; Martinez, 2013, Narishige et al,
2014). Luego del anterior tratamiento experimental descrito, se dejo registrando
la actividad locomotora de los animales por otros 6 dias para posteriormente
analizar los datos.

6.7-Analisis de los datos.
6.7.1- Actividad locomotora.

Los datos obtenidos de los registros de actividad locomotora se analizaron a
través de actogramas de doble grafica. El analisis consistié en tomar en cuenta
la presencia de patrones ritmicos representativos. Los picos de actividad se
ubicaron como los niveles de actividad locomotora superiores a la actividad
media por dia * 1 desviacion estandar, desechando asi los pequefios
movimientos como el de las antenas de los animales. Se utilizaron métodos
estadisticos cuantitativos para detectar el ritmo y se estimaron sus parametros.
Se determinaron las lineas de tendencia de avances o adelantos de fase a
través de la medicion de los picos de actividad que superaron el 50% de
actividad, descartando a los ciclos transitorios y tomando en cuenta el cambio
de fase que presento el ultimo dia de registro. A los registros de 5 o mas dias
se les determin6 un patrdn ritmico, a través de periodogramas de x* (ver en
apéndice fundamento) estimados por el programa de computo SPAD9 (OMNI-
ALVA, México).

6.7.2- Analisis estadistico de los periodos de actividad locomotora.

Para analizar las diferencias entre los periodos obtenidos entre registros control
y experimentales, se realiz6 una prueba de t de Student, para analizar la
existencia de diferencias significativas entre las medias de los periodos
alcanzados entre controles y en los tres diferentes tratamientos experimentales
antes mencionados.
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7. Resultados.

Se utilizaron tres diferentes tratamientos experimentales para medir el efecto
de sincronizacion de la via de sefalizacion CREB-CRE sobre el ritmo de
actividad locomotora del acocil P. clarkii. Los tratamientos experimentales
consistieron, ya sea en la exposicion a un pulso de luz blanca (300 Ix, por una
hora), una inyeccion en uno de los tallos oculares de los acociles de 10 uM de
db-AMPc o una inyeccion de 9 uM de un inhibidor H89 + pulso de luz blanca
(300 Ix) por una hora en diferentes tiempos circadianos (noche subjetiva
temprana (CT 13); noche subjetiva tardia (CT 23) y dia subjetivo (CT 10). Los
resultados obtenidos indican que los tratamientos experimentales con luz y db-
AMPc provocaron cambios de fase promedio similares en los tiempos
circadianos en que se aplicaron estos tratamientos (ver figura 18). Para
apreciar los detalles de los valores resumidos de los cambios de fase
provocados por los diferentes tratamientos experimentales ver Tabla 1. Asi
mismo, la luz y el db-AMPc provocaron cambios promedio similares en los
periodos de los ritmos. A pesar de que en algunos registros se presentaron
aumentos de los periodos al aplicar los tratamientos, al realizar la prueba de t
de Student, no se encontraron diferencias significativas entre las medias de los
periodos controles y experimentales (figura 19). El tratamiento experimental
H89+luz provocd cambios de fase uUnicamente en tres registros del total de
animales destinados para aplicarles este tratamiento. Uno de estos registros
pertenece al grupo de animales a los que se aplicé el tratamiento en el CT 13,
provocando un atraso de 2 horas. Los otros dos pertenecen al grupo de
registros a los que se aplicé el tratamiento en el CT 10, un registro presentd un
atraso de 0.6 horas, mientras que el tercero presento un atraso de fase de 1 h.
El resto de los registros a los que se les aplicé el tratamiento experimental no
presentaron cambios de fase, tornandose arritmicos. La prueba estadistica que
se realizd para comparar los periodos de los registros con los tratamientos de
H89+luz fue unicamente una comparacién entre la media de los periodos de los
controles y experimentales de los tres unicos registros que mostraron cambios
de fase y periodos significativos (ver figura 19 y tabla 2). A continuacién, se
muestran los resultados que se obtuvieron en registros de actividad locomotora
representativos con cada uno de los tratamientos experimentales y las pruebas
estadisticas pertinentes.
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7.1. Experimentos con luz.

Los cambios de fase provocados por el tratamiento de luz en los registros de
actividad locomotora se pueden apreciar en la figura 18 A. En promedio, el
pulso de luz aplicado en el CT 13 provocé atrasos de fase de A= 2.26 h. En la
figura 9 se puede ver reflejado el efecto de un pulso de luz en el CT 13 en un
registro de actividad locomotora representativo (Ac= -1.6 h). En la parte control
se muestra T = 24.2 h, y en la parte experimental del registro T = 24.4 h. Como
se observa en la figura 18 A, la aplicacion del pulso de luz en el CT 10, provocé
en todos los registros de actividad locomotora un cambo de fase promedio de
A= -0.6 h. En la figura 10, se muestra un registro de actividad locomotora
representativo, donde, al aplicar el pulso de luz, se provocé un cambio de fase
de Ad= -0.2 h, presentando en la parte control un valor de T = 24.4 h, en el

aparte experimental T = 25 h. En los registros en donde se aplicé el pulso de
luz en el CT 23, se observé en promedio que en los registros de actividad
locomotora de Adp= 3.2 h (figura 18 A). En la figura 11 se muestra un registro
de actividad locomotora representativo, en donde el pulso de luz provocd un
adelanto de fase de Ad= 4.5 h, con un valor de T = 24.4 h en la parte control y

un valor de T = 23.7 h en la parte experimental. Los cambios promedio de los
periodos en todos los registros de actividad locomotora con el tratamiento de
luz en todos los CT se aprecia en la figura 19 Ay Tabla 2. Entre las medias de
los periodos controles y experimentales no se observaron diferencias
significativas (figura 19 A) al aplicar la prueba estadistica de t de Student.
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7.1.1. Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de luz en
el CT 13.
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Figura 9. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
registro de actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12.
La flecha indica un pulso de luz blanca administrado en el CT 13 en
condiciones DD en el dia 7. En el eje de las ordenadas se muestran los dias de
registro, mientras que en el eje de las abscisas se muestra el tiempo externo de
registro. La linea roja representa la linea de tendencia que se calculé para
medir el cambio de fase. Un cambio de fase se hace evidente luego de la
aplicacién del pulso de luz (A= -1.6 h). B. Periodograma de x* de los dias
control, donde se hace evidente la existencia de un periodo significativo de
T = 24.2 h. C. Periodograma de x? de los dias experimentales, donde se hace

evidente a existencia de un periodo significativo de T = 24.4 h. En ambos
periodogramas de x? se grafica en el eje de las ordenadas el valor de Qp (ver
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definicion en anexo), utilizando una significancia estadistica de P<0.01,
mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el valor del periodo en
horas.

41



7.1.2. Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de luz en
el CT 10.
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Figura 10. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica un pulso de luz administrado en el CT 10 en condiciones DD. En el eje
de las ordenadas se muestran los dias de registro, mientras que en el eje de
las abscisas se muestra el tiempo externo de registro. La linea roja representa
la linea de tendencia que se calculé para medir el cambio de fase. El cambio de
fase medido es practicamente nulo, luego del pulso de luz (Acd= -0.2 h).
B. Periodograma de x? de los dias control, donde se hace evidente la
existencia de un periodo significativo de T = 24.4 h. C. Periodograma de x? de
los dias experimentales, donde se muestran dos periodos significativos de
T=24 hyt=25h. En ambos periodogramas de x? se grafica en el eje de las
ordenadas el valor de Qp (ver definicién en anexo), utilizando una significancia
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estadistica de P< 0.01, mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el
valor del periodo en horas.
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7.1.3 Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de luz en
el CT 23.
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Figura 11. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica un pulso de luz administrado en el CT 23 en condiciones DD. En el eje
de las ordenadas se muestran los dias de registro, mientras que en el eje de
las abscisas se muestra el tiempo externo de registro. Un cambio de fase se
hace evidente luego del pulso de luz (A= +4.5 h). La linea roja representa la
linea de tendencia que se calculd6 para medir el cambio de fase.
B. Periodograma de x? de los dias control donde se hace evidente la existencia
de dos periodos significativos de T = 23.3 hy T = 24 h. C. Periodograma de x?
de los dias experimentales, donde se hace evidente a existencia de un periodo

significativo de T = 23.7 h. En ambos periodogramas de x? se grafica en el eje
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de las ordenadas el valor de Qp (ver definicion en anexo), utilizando una
significancia estadistica de P< 0.01, mientras que, en el eje de las abscisas, se
muestra el valor del periodo en horas.
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7.2. Experimentos con db-AMPc.

Los cambios de fase provocados por el tratamiento de db-AMPc en los
registros de actividad locomotora se pueden apreciar en la figura 18 B. En
promedio, el pulso de db-AMPc aplicado en el CT 13 provocé atrasos de fase
de Ad= 2.4 h. En la figura 12 se puede ver reflejado el efecto de un pulso de
luz en el CT 13 sobre la fase de un registro de actividad locomotora

representativo (Ad= -2.5 h). En la parte control se muestra T = 24.2 h, y en la

parte experimental: T=21 hy Tt =24.4 h. Como se observa en la figura 18 B,
la aplicacion del pulso de db-AMPc en el CT 10, provoco en todos los registros
de actividad locomotora cambios de fase promedio de Ad=-0.16 h. En la figura
13, se muestra un registro de actividad locomotora representativo, donde, al
aplicar el pulso de luz, se provocé un cambio de fase de A= 1 h, presentando
en la parte control un valor de T = 24.7 h, en el aparte experimental T = 24.7 h.
En los registros de actividad locomotora en donde se aplicoé el pulso de db-
AMPc en el CT 23, se observaron cambios de fase promedio de A= 2.8 h
(figura 18 B). En la figura 14 se muestra un registro de actividad locomotora
representativo, en donde el pulso de luz provocd un adelanto de fase de
A= 3.6 h, con un valor de T = 24.2 h en la parte control y un valor de T = 21.3
h en la parte experimental. Los cambios promedio de los periodos en todos los
registros de actividad locomotora con el tratamiento de db-AMPc en todos los
CT se aprecia en la figura 19 B y tabla 1. Entre las medias de los periodos
controles y experimentales no se observaron diferencias significativas (figura
19 B) al aplicar la prueba estadistica de t de Student.
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7.2.1. Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de db-
AMPc en el CT 13.
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Figura 12. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica una inyeccion de db-AMPc en un tallo ocular del acocil en el CT 13, en
condiciones DD. En el eje de las ordenadas se muestran los dias de registro,
mientras que en el eje de las abscisas se muestra el tiempo externo de registro.
Un cambio de fase se hace evidente luego del pulso de luz (Ad= -2.5 h). La
linea roja representa la linea de tendencia que se calcul6 para medir el cambio
de fase. B. Periodograma de x? de los dias control, donde se hace evidente a
existencia de un periodo significativo de T = 24.2 h. C. Periodograma de x? de
los dias experimentales, donde se hace evidente a existencia de dos periodos
significativos de T = 21 h y T = 244 h. En ambos periodogramas de x? se
grafica en el eje de las ordenadas el valor de Qp (ver definicidbn en anexo),
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utilizando una significancia estadistica de P<0.01, mientras que, en el eje de
las abscisas, se muestra el valor del periodo en horas.
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7.2.2 Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de db-
AMPc en el CT 10.
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Figura 13. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica una inyeccion de db-AMPc en un tallo ocular del acocil en el CT 10, en
condiciones DD. En el eje de las ordenadas se muestran los dias de registro,
mientras que en el eje de las abscisas se muestra el tiempo externo de registro.
La linea roja representa la linea de tendencia que se calculé para medir el
cambio de fase. Luego aplicar el pulso de luz se tiene A= +1 h. B.
Periodograma de x? de los dias control, donde se hace evidente a existencia de
tres periodos significativos de T = 22.4 horas, T = 226 hy T = 24.7 h. C.
Periodograma de x? de los dias experimentales, donde se hace evidente a
existencia de tres periodos significativos de T = 24 hy T = 24.7 h. En ambos
periodogramas de x? se grafica en el eje de las ordenadas el valor de Qp (ver
definicion en anexo), utilizando una significancia estadistica de P<0.01,
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mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el valor del periodo en
horas.
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7.2.3 Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de db-
AMPc en el CT 23.
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Figura 14. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica una inyeccion de db-AMPc en un tallo ocular del acocil en el CT 23 en
condiciones DD. En el eje de las ordenadas se muestran los dias de registro,
mientras que en el eje de las abscisas se muestra el tiempo externo de registro.
La linea roja representa la linea de tendencia que se calcul6 para medir el
cambio de fase. Luego del pulso de luz se tiene A= +3.6 h. B. Periodograma
de x? de los dias control, donde se hace evidente la existencia un periodo
significativo de T = 24 h. C. Periodograma de x? de los dias experimentales,
donde se hace evidente la existencia un periodo significativo de T = 21 h. En
ambos periodogramas de x? se grafica en el eje de las ordenadas el valor de
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Qp (ver definicidn en anexo), utilizando una significancia estadistica de P<0.01,
mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el valor del periodo en
horas.
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7.3. Experimentos con H89+luz.

Los cambios de fase provocados por el tratamiento de H89+luz en los registros
de actividad locomotora se pueden apreciar en la figura 18 C. En promedio, el
pulso de H89+luz aplicado en el CT 13 provocé atrasos de fase de Adp= 2 h,
unicamente en 1 registro, ya que, en el resto de animales utilizados, no se
provocaron cambios de fase. En la figura 15, se observa que el efecto de un
pulso de H89+luz en el CT 13 no provoco ningun efecto sobre la fase de un
registro de actividad locomotora representativo. En la parte control se muestra
T =244 h, y en la parte experimental no se presentaron periodos significativos.
Como se observa en la figura 18 C, la aplicacion del pulso de H89+luz en el CT
10, provocé en todos los registros de actividad locomotora un cambo de fase
promedio de Ad=-0.2 h, Unicamente en 2 registros. En la figura 16, se muestra
un registro de actividad locomotora representativo, donde, al aplicar el pulso de
H89+luz, no se provoco ningun cambio de fase, presentando en la parte control
un valor de T = 24.1 h, asi mismo, en la aparte experimental no se presento
ningun periodo significativo. En los registros de actividad locomotora en donde
se aplico el pulso de H89+luz en el CT 23, en ningun registro se provocaron
cambios de fase (figura 18 C). En la figura 17 se muestra un registro de
actividad locomotora representativo, en donde el pulso de H89+luz no provoco
cambios de fase, presentando un valor de T = 24.2 h en la parte control del
registro, mientras que en la parte experimental no se presentdé un periodo
significativo. Los cambios promedio de los periodos en todos los registros de
actividad locomotora con el tratamiento de H89+luz en todos los CT se aprecia
en la figura 19 C y Tabla 1. Entre las medias de los periodos controles y
experimentales no se observaron diferencias significativas en los tres unicos
registros en que se presentaron periodos significativos luego de la aplicacion
del tratamiento experimental (figura 19 C) al aplicar la prueba estadistica de t
de Student. Sin embargo, es notorio el efecto del tratamiento al observar que
practicamente todos los registros de actividad locomotora se tornaron
arritmicos.
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7.3.1. Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de H89 +
Luzenel CT 13.
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Figura 15. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica una inyeccion de H89 en un tallo ocular del acocil con una posterior
exposicion de luz por 1 hora. El pulso H89 + luz se administré en el CT 13 en
condiciones DD. En el eje de las ordenadas se muestran los dias de registro,
mientras que en el eje de las abscisas se muestra el tiempo externo de registro.
No existe algun cambio de fase luego de la administracion del tratamiento
experimental. B. Periodograma de x? de los dias control, donde se hace
evidente la existencia un periodo significativo de T = 24.4 h. C. Periodograma
de x? de los dias experimentales, donde no existe algun periodo significativo.
En ambos periodogramas de x? se grafica en el eje de las ordenadas el valor
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de Qp (ver definiciébn en anexo), utilizando una significancia estadistica de
P<0.01, mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el valor del periodo
en horas.
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7.3.2. Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de H89 +
Luzenel CT 10.
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Figura 16. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica una inyeccion de H89 en un tallo ocular del acocil con una posterior
exposicion de luz por 1 hora. El pulso H89 + luz se administré en el CT 10, en
condiciones DD. En el eje de las ordenadas se muestran los dias de registro,
mientras que en el eje de las abscisas se muestra el tiempo externo de registro.
No existe algun cambio de fase luego de la administracion del tratamiento
experimental. B. Periodograma de x* de los dias control, donde se hace
evidente la existencia un periodo significativo de T = 24.1 h. C. Periodograma
de x* de los dias experimentales, en donde no existe algun periodo
significativo. En ambos periodogramas de x? se grafica en el eje de las

ordenadas el valor de Qp (ver definicion en anexo), utilizando una significancia
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estadistica de P<0.01, mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el
valor del periodo en horas.
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7.3.3. Registro de actividad locomotora de P. clarkii con el tratamiento de H89 +
Luzen el CT 23.
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Figura 17. A. Actograma de doble grafica mostrando los 5 primeros dias de
actividad locomotora de un acocil P. clarkii en condiciones LD 12:12. La flecha
indica una inyeccion de H89 en un tallo ocular del acocil con una exposicion de
luz por 1 h. El pulso H89 + luz se administré en el CT 23 en condiciones DD.
En el eje de las ordenadas se muestran los dias de registro, mientras que en el
eje de las abscisas se muestra el tiempo externo de registro. No existe algun
cambio de fase luego de la administracién del tratamiento experimental.
B. Periodograma de x? de los dias control, donde se hace evidente la

existencia un periodo significativo de T = 24.2 h. C. Periodograma de x* de los
dias experimentales, en donde no existe algun periodo significativo. En ambos
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periodogramas de x? se grafica en el eje de las ordenadas el valor de Qp (ver
definicibn en anexo) utilizando una significancia estadistica de P<0.01,
mientras que, en el eje de las abscisas, se muestra el valor del periodo en
horas.

7.4. Curvas de respuesta de fase por cada tratamiento experimental.

Los tratamientos de luz (figura 18 A) aplicados en el CT 13 se provocaron un
promedio de atrasos de fase de 2.4 h, mientras que en el CT 10, la aplicacion
del pulso de luz provocé atrasos de fase promedio de 0.16 h; en el caso de la
aplicacion de luz en el CT 23 se presentaron adelantos de fase promedio de
2.8 h. El tratamiento con db-AMPc (ver figura 18 B) provocé en el CT 13 un
promedio de atrasos de fase de 2.26 h, mientras que la aplicacién del farmaco
en el CT 10 provoco un promedio de 0.6 h de atraso de fase; en el CT 23, la
aplicaciéon de db-AMPc caus6 un promedio de 3.2 h de adelanto de fase. Los
tratamientos experimentales de luz y db-AMPc (Figura 18 A, B) provocaron
curvas de respuesta de fase similares. En el caso de los tratamientos con
H89+luz, se construyo la CRF (ver figura 18 C) en base a una N= 3, ya que esa
cantidad de registros mostré un cambié de fase luego de la aplicacion del
tratamiento significativo. Ver figura 18.
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Figura 18. CRF de todos los tratamientos experimentales que se aplicaron en
los registros de actividad locomotora. En todos los graficos, en el eje de las
ordenas se muestran los adelantos de fase con numeros positivos, y los
atrasos de fase con numeros negativos. En el eje de las abscisas, se muestran
los tres tiempos circadianos en los que se aplicaron los tratamientos
experimentales. A. CRF de los tratamientos con luz. CT 13, N=5; CT 10, N=5;
CT 23, N=5. B. CRF de los tratamientos de db-AMPc. CT 13, N= 5;
CT 10, N=5; CT 23, N= 5. C. CRF de los tratamientos de H89+luz: CT 13, N=1;
CT 10, N=2.
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Tabla 1. Medias de los cambios de fase provocados en la aplicacion de cada

tratamiento experimental en los diferentes tiempos circadianos.

Tratamiento A A A

experimental
CT13 CT 10 CT 23

Luz Ap=-2.26, SEx0.40 | Ap= -0.6, SE£0.72 | Adp= 3.2, SE £0.85
h h h

db-AMPc A= 2.4, SE£0.1 h A= 0.16, | A= 2.8, SE+0.40

SE+0.72 h h
H89+luz A= -2h Ap=-02h | e
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7.5. Analisis estadistico con prueba de t de Student entre las medias de los
periodos por cada tratamiento experimental.

Al realizar el andlisis estadistico de los diferentes tratamientos experimentales
a través de una prueba de t de Student entre las medias de los periodos de
controles y experimentales, se observo que, en el caso del tratamiento con luz,
las medias de los periodos controles no presentaron diferencias significativas
comparandolos con las medias de los periodos de las partes experimentales de
los registros de actividad locomotora. En la figura 19 A se muestra que los
registros controles alcanzaron una media de X= 24.21 h, mientras que la media
de los periodos de las partes experimentales con luz es de X= 22.94 h. En la
figura 19 B, se muestra que no existieron diferencias significativas entre las
medias de los periodos de controles y experimentales en los registraos de
actividad locomotora a los que se les aplicé db-AMPc. La media de los periodos
de las partes control de los registros es de X= 23.72 h, mientras que la media
de los periodos tratados con db-AMPc es de X= 23.38 h. En la figura 19 C se
observa que entre las medias de los periodos de los registros de actividad
locomotora que se trataron con H89+luz no se presentaron diferencias
significativas. Este analisis se realizd6 tomando en cuenta las medias de los
periodos de los controles en el lote de animales tratados con H89+luz
(X= 23.31 h) y la media de los periodos de los 3 animales que presentaron
periodos significativos al aplicar el tratamiento experimental (X=23 h). Es
importante notar que el tratamiento de H89 + luz indujo arritmias en el ritmo de
actividad locomotora en la mayoria de los animales.
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Figura 19. Prueba de t de Student entre las medias de los periodos controles y
experimentales por cada tratamiento aplicado en los registros de actividad
locomotora de los acociles. En el eje de las ordenadas se muestran los valores
de la media de los periodos en horas, mientras que, en el eje de las abscisas,
se muestran las partes controles y experimentales de acuerdo al tratamiento
que se analizé. A. Prueba de t de Student mostrando que no existen
diferencias significativas entre las medias de los periodos de los controles y los
tratamientos de luz, P>0.01. B. Prueba de t de Student mostrando que no
existen diferencias significativas entre las medias de los periodos de los
controles y los tratamientos de db-AMPc, P>0.01. C. Prueba de t de Student
mostrando que no existen diferencias significativas entre las medias de los
periodos de los controles y los tratamientos de H89 + luz, P> 0.01, (se tomaron
en cuenta unicamente los 3 animales que presentaron periodos significativos
en la media de los periodos de H89+ luz).
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Tabla 2. Medias de los periodos (T) de las partes controles y experimentales de
los registros de actividad locomotora por cada tratamiento experimental.

Tratamiento Media periodos | Media periodos
experimental Controles experimentales
Luz 24.21 h, SE + 0.25 | 22.94, SE+0.68 h
h
db-AMPc 23.72h, SE 10.23 | 23.38 h, SE £0.75 h
h
H89+luz 23.31 h, SE+0.39 | 23 h, SE+1.52 h
h
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8. Discusion.

8.1.-Efecto de los pulsos de luz y la aplicacion de db-AMPc sobre las fases de
los ritmos de actividad locomotora de P. clarkii.

Las CRF’s de luz y db-AMPc obtenidas en este trabajo apoyan la hipotesis de
que la via CREB-CRE participa como inductor principal en la sincronizacion del
ritmo de locomocion del acocil P. clarkii. Estudios previos como el de Viccon-
Pale y Fuentes-Pardo (1994), Bernal-Moreno et al. (1996), Fuentes-Pardo y
Fanjul-Moles (1992), brindan un soporte a los resultados obtenidos de la CRF
de luz y db-AMPc (ver figura 18 y tabla 1) presentados en esta tesis, siendo
similares los patrones de las CRF’s realizadas en los trabajos antes citados en
P. clarkii, con atrasos de fase en la noche subjetiva temprana, adelantos de
fase en la noche subjetiva tardia y cambios de fase casi nulos en el dia
subjetivo. A pesar de las diferencias anatdmicas que existen entre
invertebrados y vertebrados, existen evidencias de CRF’s en mamiferos que
coinciden con los resultados de este trabajo. Boyoung y Aiging (2010)
analizaron el efecto de la sincronizacién por luz en la actividad locomotora de
ratones, obteniendo cambios de fase y valores de los periodos similares a los
provocados por los tratamientos de AMPc que se obtuvieron en esta tesis. Al
aplicar un pulso de luz en el tiempo circadiano 15, obtuvieron atrasos de fase
en los ritmos de actividad locomotora de ratones (alrededor de 2.5 horas en
promedio), mientras que en los resultados de este trabajo en relacion a los
tratamientos aplicados con db-AMPc en el CT 13, se observaron atrasos de
fase alrededor de 2.26 horas y en los tratamientos con luz aplicados en el CT
13, se observaron atrasos de fase promedio de 3.2 horas (véase figura 18 y
tabla 1). Lo anterior muestra que la luz y el db-AMPc tienen efectos similares a
los hallazgos conocidos sobre la sincronizacidn de actividad locomotora tanto
en invertebrados como en mamiferos.

Para comparar CRF’s de actividad locomotora y otros ritmos circadianos, se
puede citar el trabajo de Prosser y Gillette (1989), en el cual se midi6 la
sincronizacion por un analogo de AMPc (Monofosfato de adenosina ciclico 8-
Bencilamino, BA-AMPc, 10uM) sobre el ritmo de actividad eléctrica del nucleo
supraquiasmatico. En esta tesis se puede apreciar que al aplicar el analogo de
AMPc en el dia subjetivo del ritmo (CT 10), no se obtuvieron cambios de fase
significativos, difiiendo con el estudio de Prosser y Gillette (1989), ya que al
aplicar BA-AMPc, desde el CT 3 al CT 13, se presentaron adelantos de fase
promedio de 1 hora, notandose también contrastes con esta tesis respecto a la
aplicacion del farmaco en la noche subjetiva temprana (CT 13), donde se
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obtuvieron atrasos de fase promedio de -2.4 horas. Respecto al CT 23, Prosser
y Gillette obtuvieron atrasos de fase promedio de -0.5 horas, mientras que en
esta tesis se obtuvieron adelantos de fase promedio de 2.8 horas (ver figura 18
A-B, y tabla 1). Por la anterior comparacion de resultados, se puede apreciar
que en el nucleo supraquiasmatico se obtiene una CRF espejo respecto a la
CREF obtenida en actividad locomotora de P. clarkii al aplicar db-AMPc o luz.

En el trabajo de Harrington et al. (1999) se comprueba que el péptido pituitario
activador de la adenilato ciclasa provoca cambios de fase similares a los que
provoca la luz en el ritmo de actividad eléctrica de neuronas del nucleo
supraquiasmatico en hamsters, en contraste con el estudio de Prosser y Gillette
(1989), usando un analogo de AMPc, obteniendo una CRF espejo, haciendo
evidente las diferencias entre el sistema circadiano de crustaceos y el sistema
circadiano de mamiferos en diferentes estructuras anatémicas.

8.2.-Efectos del H89+ luz sobre las fases del ritmo de actividad locomotora de
P. clarkii.

Los resultados obtenidos con los tratamientos de H89+luz brindan un soporte
importante a la hipdtesis planteada en este trabajo. En el caso de los
tratamientos con H89+luz, unicamente tres animales presentaron periodos
significativos luego de la aplicacion del tratamiento. De los tres registros que
presentaron cambios de fase al aplicar el tratamiento, dos de ellos se aplicaron
en el CT 10 y el restante se aplicé en el CT 13, (ver figura 18 C y tabla 1). Para
analizar los anteriores resultados, es necesario tener en cuenta el proceso de
integracion de los farmacos inyectados en el tallo ocular de cada animal
utilizado; tal proceso podria estar regulado principalmente por los
fotorreceptores extrarretinianos y extracaudales, en los cuales, al recibir un
pulso de luz se induciria hipotéticamente la via de fototransduccion que haria
posible la activaciéon de la via CREB-CRE. En el caso de la luz (desde la retina)
se activaria la proteina transmembranal rodopsina a través de un foton. La
rodopsina activa a la proteina G y por ende a la enzima adenilato ciclasa,
activando finalmente a la via CREB-CRE. El otro modo por el cual la via CREB-
CRE se activaria, es a través del farmaco db-AMPc, anclandose directamente a
un receptor transmembranal NMDA (N-metil-D-aspartato) o bien, uniéndose a
una proteina G. En estudios previamente realizados en el ritmo ERG en tallos
oculares aislados de P. clarkii a los que se les aplico H89 in vitro, se
presentaron ritmos ultradianos o arritmias (Martinez, 2013), asi mismo, para la
realizacion de este trabajo, se realizaron experimentos no reportados en ERG
aplicando H89 (ver titulo 8.3), donde se provocaron efectos similares al trabajo
antes citado. Debido a que no existen otros trabajos en acociles donde se
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analicen los efectos del bloqueo de la PKA sobre un ritmo circadiano, se tiene
como soporte efecto del bloqueo de la PKA en un ritmo circadiano de
mamiferos (Mayer-Spasche et al., 2002), donde se midid el efecto
sincronizador del neuropéptido neurotensina (NT) sobre el ritmo circadiano de
la actividad neuronal en el nucleo supraquiasmatico de rata, aplicando al
mismo tiempo dos inhibidores de la PKA (U-73122 y KT5720). El bloqueo de la
PKA no provocd cambios en la magnitud de la fase del ritmo al aplicar NT. En
contraste con los resultados obtenidos en este proyecto, el NT parece ser un
elemento sincronizador mas potente que la luz.

Los datos obtenidos en este trabajo son innovadores, ya que no existen otros
estudios realizados en acociles en los que se analicen los efectos del bloqueo
de la PKA sobre la sincronizacion del ritmo de actividad locomotora. En los
resultados obtenidos al aplicar el tratamiento experimental de H89+Luz, se
observaron (en la mayoria de los registros de actividad locomotora) arritmias,
teniendo como prueba el analisis de periodograma x?, ya que los periodos
carecieron de significancia. Lo anterior es interesante, ya que, a pasar de haber
aplicado un pulso de luz, la cascada de senalizacion CREB-CRE
aparentemente se inhibe totalmente. Otra posible explicacion a las arritmias
provocadas por el H89+luz se podria resguardar en el trabajo de Barrera y
Block (1990), donde se demuestra que el flujo de informacion circadiana entre
ambos I6bulos del protocerebro esta interconectada, por lo que al momento de
inyectar en el tallo ocular H89, el efecto es global en ambos lados del
protocerebro, por lo que el ritmo de locomocion se torna arritmico al bloquear la
PKA en el oscilador central.

Es bien sabido que una de las técnicas mas usadas para medir el estrés
provocado por la manipulacion fisica de acociles es la frecuencia cardiaca. En
el estudio de Udalova et, al., (2012), se comprueba que luego de la
manipulacion fisica del acocil Pontastacus leptodactylus, la tasa cardiaca del
acocil no presenta cambios por 1 hora, por ende, no se causa un estrés
significativo a los animales. Debido a la anterior referencia, se asumio que la
manipulacion fisica al momento de las inyecciones de los tratamientos
experimentales no influyd en los cambios de fase del ritmo de actividad
locomotora de los acociles ya que, al momento de las inyecciones, se
manipularon a los animales de 1 a 3 minutos para ingresarlos nuevamente a
los acuarios de registro de locomocion. Otro punto importante fue que, los
tiempos limites para concluir esta tesis se debian cumplir, por lo que no se
contd con mas tiempo y recursos para realizar un mayor numero de
experimentos.
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8.3.- Efecto del AMPc y H89 en otro ritmo de salida (ERG).

Es importante comparar los resultados obtenidos en este estudio con
resultados de otros trabajos que utilizaron al mismo modelo animal, donde se
analizan los efectos de los elementos que intervienen en la via CREB CRE
sobre otros ritmos de salida, como es el ritmo circadiano del ERG. Lo anterior
brinda un soporte para analizar las diferencias presentes en la modulacién e
integracion de los farmacos en los diferentes osciladores del sistema circadiano
del acocil que intervienen, tanto en el ritmo de actividad locomotora y en el
ritmo ERG. En la tesis de Martinez (2013) se aplicé el farmaco H89 en el tallo
ocular de animales a los que se les registro el ritmo ERG; los controles con
periodos circadianos cambiaron a periodos ultradianos, o en algunos casos, se
presentaron arritmias. Los contrastes ente los efectos de uno de los elementos
que participa en la via CREB-CRE sobre el ritmo ERG y el ritmo de actividad
locomotora reflejan una integracion unica de los farmacos entre ambos ritmos.
Por un lado, se tiene a la retina y al tallo ocular como osciladores
independientes haciendo posible la manifestacién del ritmo ERG, mientras que
en el ritmo de actividad locomotora se cuenta con el protocerebro y con los
fotorreceptores extrarretinianos como principales osciladores del ritmo (Page y
Larimer, 1972; Sullivan y Sandeman, 2009).

En los resultados de actividad locomotora, se observa que el periodo de los
ritmos no cambia drasticamente como ocurre en el ritmo ERG al aplicar luz o
db-AMPc. Al aislar retinas o tallos oculares, el ritmo ERG persiste (Arechiga y
Rodriguez, 1998; Fuentes-Pardo, 1988; Martinez, 2013). Los diferentes
procesos de integracion de la informacion circadiana que se llevan a cabo en el
tallo ocular-retina y, por otro lado, entre el tallo ocular-protocerebro-
fotorreceptores extrarretinianos, pueden brindar una pista del porqué los
periodos del ritmo ERG cambian significativamente, y no lo hacen los periodos
del ritmo de actividad locomotora al aplicar luz o db-AMPc. Otro punto relevante
es el hecho de que en el tallo ocular aislado se cuenta (ademas de la retina)
con el complejo SG-OX, el cual cuenta con un sistema de regulacion de
neuropeptidos involucrando por ejemplo a la hormona dispersora del pigmento
(PDH). En la publicaciéon de Helfritch, (2000), se prueba que la PDH actua
como un modulador entre neuronas osciladoras y los circuitos neuronales que
controlan la conducta y otros ritmos de salida, lo que podria aportar un sistema
mas complejo que provoque cambios drasticos en los periodos de los ritmos
ERG. Otra prueba de lo anterior es el trabajo de Solis y Mendoza (2008),
mostrando que la melatonina modula al ritmo ERG, siendo un elemento
sincronizador que provoca también alargamientos en los periodos.

En el caso de la actividad locomotora, los farmacos (H89/db-AMPc), a pesar de
haberlos inyectado unicamente en el tallo ocular, aparentemente se dispersan
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también al protocerebro y a la arteria que conduce al sexto ganglio abdominal,
debido a la proximidad anatémica que existe entre tales estructuras. Lo
anterior, podria justificar el hecho de que, en los resultados de éste estudio, el
efecto de los tratamientos experimentales perduré durante dias, pese a la vida
media de los farmacos, la cual equivale a menos de 10 segundos (O’Neill,
2006). Al aplicar luz o db-AMPc, se dispard una respuesta de sincronizacion,
sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre las medias de los
periodos de los ritmos. A pesar de que la inyeccion se administré en el tallo
ocular del animal integro, la regulacion que existe en el tallo ocular aislado
parece estar mas comprometida en la regulacion de los periodos al activar o
inhibir la via CREB-CRE a diferencia de los fotorreceptores extracaudales y
extrarretinianos, los cuales actuan sobre la respuesta del ritmo de actividad
locomotora, involucrando la accion de la PDH a través de conexiones
neuronales y expresando CRY en los fotorreceptores cerebrales de P. clarkii,
(Sullivan y Sandeman, 2009).

A pesar de que la vida media del farmaco H89 es de 4 segundos y en el caso
del db-AMPc es de 10 segundos en promedio (O’Neill, 2006), estos son
capaces de mantener su efecto hasta 10 dias en registros ERG, y en el caso
de los registros de actividad locomotora su efecto perdura de 4 - 6 dias. Lo
anterior se puede ejemplificar en un registro no publicado en esta tesis el cual,
al aplicar un pulso de db-AMPc, se provocoé un aumento del mesor del ritmo
ERG durante dias (Ver figuras 20 y 21).
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Figura 20. A. Registro ERG de un acocil P. clarkii. En el eje de las ordenadas
se muestran los valores de pV porcentualizados, mientras que en el eje de las
abscisas se muestra el tiempo externo. La flecha roja indica una inyeccion en el
tallo ocular db-AMPc (10 uM) en el CT 23. Las lineas puntuadas indican la
posicion de la fase del ritmo. Se consideré a la parte control del registro a los 5
primeros dias del registro, mientras que la parte experimental es posterior a la
aplicacion del farmaco, donde se observa un aumento del mesor del registro
durante 10 dias consecutivos luego de la aplicacion del farmaco, asi mismo, se
observo un adelanto de fase de alrededor de 3 horas. B. Periodograma de x?
de la parte control del registro, observandose un periodo significativo de 24.01
horas. C. Periodograma de x? de la parte experimental del registro
observandose un periodo significativo de 26.5 horas (pico mas alto que mostré
el anadlisis de periodograma de x?). En todos los periodogramas de x* se utilizé
una significancia estadistica de P<0.01, donde en los ejes de las ordenadas se
muestran los valores Qp, en el eje de las abscisas se muestran las horas de los
periodos.
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A Registro ERG completo de Procambarus clarkii
(control-dbAMPCc)
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Figura 21. A. Registro ERG de un acocil P. clarkii. En el eje de las ordenadas
se muestran los valores de pV porcentualizados, mientras que en el eje de las
abscisas se muestra el tiempo externo. La flecha roja indica una inyeccién en el
tallo ocular de una concentracién de 10 uM db-AMPc en el CT 23, la amplitud
del registro se mantiene durante 3 dias consecutivos luego de la aplicacion del
farmaco, ademas de que se observd un adelanto de fase de alrededor de 3
horas. B. Parte control del registro. C. Parte experimental del registro. Las
lineas puntuadas que aparecen en B y C muestran la fase del ritmo.
D. Periodograma de x? de la parte control del registro observandose un periodo
significativo de 28.35 horas. E. Periodograma de x? de la parte experimental del
registro, donde se observa un periodo significativo de 24 horas. En todos los
periodogramas de x* se utilizé una significancia estadistica de 0.01, donde en
los ejes de las ordenadas se muestran los valores Qp y en el eje de las
abscisas se muestran las horas de los periodos.

71



En el caso del farmaco H89, al aplicarlo en ojos aislados in vitro, igualmente se
provoca una pérdida de ritmicidad en algunos registros que pasaron de tener
periodos circadianos a ultradianos. (Martinez, 2013). Los resultados que se
obtuvieron en los ritmos de actividad locomotora al aplicar db-AMPc mostraron
un efecto que se mantuvo por 5- 6 dias. Lo anterior podria deberse a que el
AMPc actua como un inductor en la sintesis de neuropéptidos como es la
hormona hiperglicémica de los crustaceos (CHH) o bien de la PDH,
promoviendo un efecto cascada robusto que recae en la maquinaria del reloj
circadiano. Teniendo en cuenta que ambos ritmos de salida tienen diferentes
centros anatomicos de integracién para hacer posible la ritmicidad circadiana,
el efecto del H89 en el ERG, (que produce periodos ultradianos por mas de 3
dias), podria estar interactuando con la secrecion de neuropéptidos,
relacionandose también con la retina. (ver figura 22).

En el caso de la actividad locomotora, a pesar de que se inyectd el farmaco en
el tallo ocular, este desaté efectos mas dramaticos (comparados con los
efectos del H89 sobre el ritmo ERG) reflejados en los resultados del presente
trabajo, ya que la mayoria de los registros tratados con H89+ luz se tornaron
arritmicos; el mecanismo por el cual el H89 (pese a la exposicion de luz)
provoco efectos radicales en los periodos de los ritmos de actividad locomotora
se desconoce (aun sabiendo que la PKA es bloqueada). Controversialmente, el
efecto de la luz y del db-AMPc no provocaron diferencias significativas entre las
medias de los periodos controles y experimentales en este trabajo, sin
embargo, en los registros de ERG (Martinez, 2013), se reportaron diferencias
significativas entre las medias de los periodos de los registros controles y
experimentales al inyectar db-AMPc en los tallos oculares.

72



Registro ERG completo de Procambarus clarkii
con los tres tratamientos experimentales
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Figura 22. A. Registro ERG de un acocil P. clarkii. En el eje de las ordenadas
se muestran los valores de pV porcentualizados, mientras que en el eje de las
abscisas se muestra el tiempo externo. La flecha roja indica una inyeccion en el
tallo ocular de db-AMPc. La flecha verde indica una aplicacién a través de
inyeccion en el tallo ocular de H89. Las lineas punteadas muestran la posicién
de la fase del ritmo. B. Parte control, mostrando los 4 primeros dias del
registro. C. Parte del registro donde se inyecté en el tallo ocular db-AMPc (10
MM). D. Parte del registro ERG en donde se inyecté H89 (9 uM) en uno de los
tallos oculares del acocil. E. Periodograma de x? de la parte control del
registro, mostrando un periodo significativo de 13.5 horas. F. Periodograma de
¥x? de la parte del registro en donde aplico db-AMPc, mostrando un periodo
significativo de 26.5 horas. G. Periodograma de x* de la parte del registro en
donde se aplicé H89, donde se observa un periodo ultradiano significativo de
14.30 horas. En todos los periodogramas de x? se utilizé una significancia
estadistica de 0.01, donde en los ejes de las ordenadas se muestran los
valores Qp, en el eje de las abscisas se muestran las horas de los periodos.
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8.4.-Genes reloj y via de sefalizacion CREB-CRE.

En el trabajo de Narishige y Kuwahara (2004), se analiza la accién del H89 y
del AMPc sobre la expresion de la proteina PER2 en tejidos de 6rganos
periféricos de raton; por un lado, se comprob6é que un incremento de AMPc
intracelular provoca que los periodos de la expresion ritmica de PER2 se
alarguen. Se reporté también que al aplicar a las células un tratamiento de H89,
no se inducen cambios en los periodos de la expresion de PER2, sin embargo,
la amplitud del ritmo se reduce ligeramente. En base a lo anterior, se deduce
que la participacion de la PKA no es necesaria en la expresion del periodo del
ritmo, pero esta asociada con la modulacion de la amplitud. A diferencia de los
anteriores hallazgos, en los resultados obtenidos en esta tesis, se tiene que el
efecto del H89+luz compromete de manera crucial la via de sefalizaciéon
CREB-CRE a través de la inhibicién de la PKA, ya que no se obtuvieron (en la
mayoria de los casos) cambios de fase ni periodos significativos. La anterior
discrepancia se podria deber a: 1) Las diferencias entre los modelos animales
utilizados entre el estudio de Narishige y Kuwahara y en esta tesis, 2) Los
tratamientos experimentales que se utilizaron en este trabajo se aplicaron
directamente al tallo ocular que contiene al protocerebro lateral (donde se
encuentran osciladores del reloj) y esta anatdbmicamente adyacente al
protocerebro medial (donde también se encuentran otros osciladores del reloj),
haciendo posible que el farmaco se difunda rapidamente hacia ellos ejerciendo
un efecto muy rapido. En consecuencia, se pierde el ritmo de salida
inmediatamente y la posterior aplicacion de luz no tiene ningun efecto sobre él,
mientras que en los Organos periféricos de raton existen otro tipo de
mecanismos de compensacion que permiten la ritmicidad aun con la aplicacion
del H89. Trabajos previos con protocolos semejantes sobre el ritmo ERG en
animales integros y en ojos aislados (Martinez, 2013) demostraron que el H89
torna ultradianos a periodos circadianos, y en algunos casos también provoca
arritmias. En contraste con el proceso experimental que se hizo en el estudio
de Narishige y Kuwahara se toma en cuenta unicamente la expresion de la
proteina PER2 en tejidos de organos que funcionan como osciladores
periféricos (no se aplico6 el farmaco directamente en el nucleo
supraquiasmatico). 3) A pesar de que en esta tesis se aplico el H89 sumado
con la aplicacion de un pulso de luz blanca, no se presentaron cambios de fase
ni periodos significativos, o que se traduce en arritmias del ritmo de actividad
locomotora. En el estudio de Narishige y Kuwahara se analizan los efectos de
la aplicacion de H89+cafeina (la cafeina funciona como inhibidor de las
fosfodiesterasas, lo cual impulsaria la acumulacion de AMPc intracelular),
donde no se observaron cambios en los periodos de la expresion de PER2. El
anterior punto discutido, nos permite inferir que, a un nivel molecular es posible
que existan diferencias en los mecanismos que hacen posible la oscilacion de
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las proteinas reloj, teniendo a la PKA como un elemento crucial en la expresién
de un ritmo de salida como es la actividad locomotora. Los resultados de
Narishige y Kuwahara (2004) que se obtuvieron al aplicar AMPc en los tejidos,
coinciden con algunos de los resultados de esta tesis: en ambos el nucledtido
ciclico provocé alargamientos de los periodos, aunque en la prueba estadistica
de esta tesis no se observaron diferencias significativas entre
controles/experimentales (no en todos los registros se observaron tales
alargamientos de los periodos).

Aunque no existen trabajos que prueben molecularmente la participacion de la
via CREB-CRE en los ritmos circadianos de acociles (probar la expresion
circadiana de la proteina CREB, por ejemplo), se han realizado trabajos que
comprueban que esta via interviene unicamente en la homeostasis del suefio
en Drosophila melanogaster sin afectar al reloj circadiano (Hendricks et al.,
2001). Sin embargo, en la investigacion de Williams et al., (2001) se demuestra
que la actividad de la via de las proteinas cinasas activadas por mitdbgenos
(MAPK) / Ras (proteina G monomérica) intervienen en el ritmo de actividad
locomotora de D. melanogaster. En el presente proyecto se muestran
resultados utiles para ampliar el conocimiento circadiano del acocil P. clarkii, ya
que el papel que podria estar desempefado la via CREB-CRE sobre el ritmo
de locomocion podria dar pie a nuevas investigaciones para investigar si
existen otros ritmos circadianos involucrados con esta via de senalizacion.

Boyoung y Aiqing (2010), comprobaron que el efecto del knock-out de CREB
en ratones provoca arritmias a nivel fenotipico, mientras que, a nivel celular,
desistid la expresion de las proteinas reloj PER1 y PER2; asi mismo,
comprobaron que la atenuacién de la via CREB-CRE en el nucleo
supraquiasmatico causa una reduccion significativa de la sincronizacién con
luz, dando un soporte importante a la hipétesis de que la via CREB-CRE tiene
la misma importancia en el fenbmeno de sincronizacion por luz en el acocil P.
clarkii.

Para complementar las evidencias que respaldan la hipotesis de que la via de
senalizacion CREB-CRE esta funcionando como un elemento central dentro de
la maquinaria del reloj molecular de los invertebrados (en particular del acocil
P. clarkii), es necesario continuar con los experimentos a nivel molecular, para
dilucidar si la expresion proteica de los elementos reloj tiene comportamientos
parecidos o diferentes a los que se han reportado en mamiferos.
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9. Conclusiones.

En base a los resultados antes expuestos en la presente tesis, se tiene que los
animales que recibieron el pulso de luz en los tres tiempos circadianos,
presentaron cambios de fase similares a diversos estudios relacionados con la
sincronizacion de actividad locomotora. Los animales que recibieron la
inyeccion de db-AMPc presentaron cambios de fase similares, ya sea en
adelantos o atrasos con la curva de respuesta de fase producida por los
tratamientos de luz.

Se puede concluir que:

1.- La mayoria de los animales que recibieron la inyeccién de H89 mas un
pulso de luz presentaron arritmias en el ritmo de actividad locomotora. Esto
sugiere que la PKA es posiblemente un elemento de crucial importancia en la
via CREB-CRE sobre la sincronizacion del ritmo de actividad locomotora.

2.- El AMPc actua como una sefal analoga a la luz en el proceso de
sincronizacion del ritmo de actividad locomotora.

3.- No hay diferencias significativas entre los periodos de cada tratamiento
experimental, sin embargo, si existieron cambios de fase significativos.

4.- Los resultados sugieren que la participacion de la via CREB-CRE es
elemental en la expresion y sincronizacion del ritmo de actividad locomotora del
acocil P. clarkii.
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10.Anexo.

10.1- Detalles de los farmacos utilizados

-Analogo de AMPc (db-AMPc).

Sigma Aldrich. D-0627 3’ 5° —Monofosfato ciclico N6, 2’ — O. Dibutiril
Adenosina (Bucladesina; Dibutiril ciclico AMP) C18H23N508PNa. Pureza de
98% (HPLC). Contiene <0.5% de AMP ciclico y mas de 3% de derivados de

monobutiril. La solucién del farmaco se mantuvo en refrigeracion a -20°C.

H89. Sigma-Aldrich-B1427-5mg, H89, hidrato dihidrocloridrato,
C20H20BrN302S. 2HCL- xH:2°. Su solubilidad es posible en DMSO (25
mg/ml); Etanol (60%) / agua (20 mg/ml); agua (=10 mg/ml) y metanol. La

solucion del farmaco se mantuvo en refrigeracion a -20°C.
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10.2.- Periodograma de x>.

Los periodogramas de X* se obtuvieron a través del programa de computo
SPAD9 (OMNI-ALVA, México), que se basé en la siguiente férmula

matematica, definiendo como:

N = numero total de datos por hora

X = nimero total de datos por hora de la hora i-ésima (0 <i <N)
P = numero de columnas en la matriz de los datos por hora

h = indice de una columna en la matriz de columnas de las #:’s teniendo P

columnas (1 <h £ P)

K = ndmero de filas en la matriz de columnas de P

Xh = media de la X:’s en la columna de la matriz

Las medias de la columna, para una eleccion de prueba de p del periodo, estan

dadas por:

X_h.p = j=o Xh+j3 h=— 1....P.

Si p es una integral, p = P. Si p no es una integral entonces, todos los valores
fraccionados del subindice de X son redondeados hacia arriba hacia la
siguiente integral, esto causa que algunos valores de *:: se omitan de la
formacion. Por lo que, si p = 24.2, entonces P= el numero de columnas = 24 y
Xpg , X146 , X267 ,...,nN0O se incluyen en la formacion (un dato se omite cada 5
renglones). La siguiente férmula que propuso Enright muestra el calculo de la

estadistica:

1

i 2

4= P Y (Fas - :?_.J}*[
h=1
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donde:

o
AP=P-1 nZ;Xhlp

es la raiz cuadrada de las medias de las columnas de un analisis de un

periodo dado P. Si existe un componente oscilatorio estable con periodo T en

las series originales de tiempo, una grafica de contra P podria alcanzar un

valor maximo en P=T. Enright defini6 a tal grafica como periodograma.

es un estimado de la varianza de las medias de P

de K items dibujados a partir de una poblacion de N valores
. Si estos valores presentan una distribucion normal con una

varianza , entonces la varianza de la media sera:

-
F

0% K0}

y la proporcion:

p(ap) Kotlu-X)
Qo 07 M-k

La cual podria aproximarse a una distribucién de chi* con (P-1) grados de
libertad.

0 Ko=)

X (Sokolove y Wayne, 1978).
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