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RESUMEN

El sistema circadiano sincroniza las diferentes funciones fisioldgicas y bioquimicas
de los organismos en un ciclo cercano a las 24 h del dia (circadianas), lo cual les
permite maximizar su respuesta en relacion a los cambios ambientales que les
rodea. El metabolismo de las células y los tejidos fluctia de manera circadiana, esto
se ve reflejado en los patrones diarios del consumo de oxigeno y, dado que este es
empleado por la cadena de transporte de electrones como fuente energética,
también es la principal via de generacién de ROS(especies reactivas de oxigeno),
los cuales son regulados a nivel celular por diferentes sistemas antioxidantes,
siendo el principal el glutation. Debido a problemas ambientales en el habitat natural
de Ambystoma mexicanum, la poblacion ha presentado endogamia provocando,
entre otros problemas, generaciones de ajolotes albinos. En mamiferos albinos, se
ha determinado una mayor susceptibilidad a la luz por esta condicion, resultando en
alteraciones a niveles fisiolégicos, bioquimicos y en la expresion ritmica de los
mismos, en comparacion con organismos con melanina; dada la escasa informacion
en anfibios de estos aspectos por estos aspectos anteriormente mencionados, el
objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de la expresion circadiana del
sistema glutation a nivel del cerebro y ojos (6rganos de control circadiano), en
ajolotes pigmentados y albinos, asi como comprobar si existen diferencias en la
expresion del ritmo y la concentracion del GSH y GSSG en los dos fenotipos. Se
obtuvo una puesta de huevos del ajolote A. mexicanum a través del Centro de
Investigacion Bioldgica y Acuicola de Cuemanco (CIBAC) de la UAM-Xochimilco.
Los organismos, una vez eclosionados, se mantuvieron en solucion Holffreter hasta
alcanzar la talla y pesos adecuados para la realizacion de los analisis bioquimicos;
se separaron por fenotipo: pigmentacién normal o pigmentado (N) y albina (A),
conforme se fueron presentando durante su desarrollo larval. Los juveniles de
ajolote, se alimentaron diariamente ad libitum con nauplios de Artemia salina,
pequefios peces de Chirostoma spp. y Tubifex sp. a lo largo del mantenimiento y
periodo experimental. Ya lacanzada la talla, los organismos se separaron en 2
grupos: fenotipo pigmentado y fenotipo albino en acuarios de 20 L con las mismas
condiciones de mantenimiento descritas previamente y la alimentacion se restringié
a un horario de 12 pm a 2 pm. Los dos grupos de organismos se mantuvieron
durante 5 dias con un fotoperiodo 12:12 luz-oscuridad (LO) en un cuarto aislado de
fuentes de luz externas. Al término de este periodo, se obtuvieron el cerebro y los
ojos de un subgrupo de cada fenotipo con un intervalo de 4 h a lo largo de un ciclo
de 24 h. Un segundo subgrupo continué por 4 dias mas con un fotoperiodo de
oscuridad constante (O0O), al término, se obtuvieron los mismos tejidos en el mismo
intervalo de tiempo de LO. La determinacion del glutation en los tejidos se realizo
de acuerdo con lo propuesto por Griffith (1980) y Baker et al. (1990). La ritmicidad
circadiana del sistema antioxidante de Glutation se determind por medio del Analisis
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de COSINOR con ayuda del programa de COSANA. Los resultados demostraron
que el sistema de glutation presenta ritmicidad circadiana en el cerebro de ambos
fenotipos, teniendo poca diferencia en cuanto a su amplitud y contenido neto del
GSH y GSSG , en pigmentados fue de 1287.34 umoles de GSH/g PH y de
22.73 umoles de GSSG/g PH; en los albinos fue de 1258.03 umoles de GSH/g PH
y de 21.95 umoles de GSSG/g PH. En los ojos de ambos fenotipos se encontraron
ritmos circadianos en el GSH de pigmentados y en el GSSG de los albinos en LO,
mientras que el GSH de albinos y en el GSSG de pigmentados en OO presentaron
ritmo circadiano y en el GSH de albinos y el GSSG de pigmentados en LO; el GSH
de pigmentados y el GSSG de albinos en OO, el componente circadiano fue bimodal
para ambos fotoperiodos: Se observé que los ajolotes albinos presentaron mayor
susceptibilidad por la exposicion normal de la luz, la cual se vio reflejado en la
expresion del ritmo, asi como en una mayor amplitud del ciclo del glutation a
comparacién con lo observado para los organismos pigmentados. Dados los
problemas ambientales existentes en Xochimilco, como es una mayor turbidez y
zonas de penumbra por la presencia del lirio acuatico, una modificacion en el ritmo
pudiera repercutir en la sobrevivencia de los ajolotes, tanto en los pigmentados
como los albinos (mas en estos ultimos) haciéndolos presas mas faciles de las
carpas y las tilapias.



1. INTRODUCCION

1.1 Ritmicidad circadiana

El ambiente fisico en nuestro planeta presenta cambios periddicos diarios y anuales
derivados del movimiento de rotacion y de traslacion, dichos cambios se observan
en la luz, la temperatura, la humedad o los cambios mareales. La vida desde su
origen, ha tenido que hacer frente a estos eventos, por tanto, la anticipacion del
cambio a dichos ciclos ambientales derivan en una programacion temporal de los

organismos como estrategia para su supervivencia (Pittendrigh, 1981).

Para su estudio, los ritmos se pueden trazar a partir de una serie de descriptores
registrados regularmente llamados series de tiempo para lo cual se utilizan los
pardmetros del ritmo. La fase es un punto de referencia a lo largo de una oscilacion;
el periodo es el tiempo que una fase tarda en completar un ciclo; la frecuencia es el
namero de ciclos por unidad de tiempo; la acrofase es el pico matemético mas alto
de una oscilacion; el mesor es la media del ritmo; la amplitud es la distacia entre el
mesor y la amplitud; la batifase es el punto mas bajo de una oscilacion. (Dunlap et
al., 2004; Koukkari y Sothern, 2006).

El movimiento de rotacion terrestre determina los patrones de fotoperiodos diarios,
el sistema fisioldgico responsable de “medir el tiempo” y sincronizar los procesos
internos con los eventos diarios en el ambiente es conocido como sistema
circadiano. Los ritmos circadianos son aquellos llevados a cabo por un reloj interno
que permite a los organismos coordinar sus actividades fisiolégicas con los ciclos
ambientales como la luz, con los ciclos de los depredadores y los cambios
estacionales (Ruggiero y Silver, 2010). Existen ademas otros ritmos asociados a
ciclos geofisicos como los mareales, las fases lunares y las estaciones del afio, los
cuales de acuerdo a su frecuencia los podemos de igual manera clasificar en ritmos

circamareales, circalunares y circanuales (Aschoff et al.,1967).



Los ritmos circadianos regulan muchos de los ritmos bioldgicos relacionados con
las funciones bioquimicas, fisioldgicas y el comportamiento de los organismos que
se repiten en intervalos regulares y les proveen marcos de organizacion temporal
(Dunlap et al., 2004). Esta ritmicidad circadiana ha sido estudiada ampliamente en
NUMEerosos organismos y Se expresan en numerosos procesos incluyendo la
actividad, suefio-vigilia, la alimentacion, la temperatura corporal y la produccion
hormonal (Dunlap et al., 2004) asi como el metabolismo aerobio y el balance redox
celular (Xu et al., 2012). Estos ritmos estan adaptados a las condiciones fisicas y
sociales de los individuos y a las condiciones funcionales de la maquinaria molecular
gue cada uno posee (Gruart et al., 2002). El sistema circadiano esta compuesto por
sefales aferentes, las cuales sincronizan al organismo, esta sefial se puede
encontrar en un oscilador primario que puede efectuar un ciclo manifiesto o puede
estar acoplada a osciladores periféricos (i.e higado o pulmones). Los estimulos
exogenos, cambios externos en el ambiente (i.e. la luz, la temperatura) pueden
actuar como un componente pasivo, es decir, que puede modificar la expresion de

un ritmo pero no tienen influencia en el reloj endégeno (Moore, 1984).

Los organismos mas estudiados a la fecha son los mamiferos y de ellos se conocen
las principales estructuras del sistema circadiano. De estas estructuras, el nacleo
supraquiasmatico (NSQ) localizado en el hipotalamo, es el 6rgano regulador
circadiano principal, el cudl recibe los estimulos luminosos a través del tracto
retinohipotalamico. En anfibios, al igual que en vertebrados no mamiferos, se ha
descrito que la organizacibn circadiana principal presenta caracteristicas
multioscilatorias, es decir, hay mas de un reloj circadiano involucrado en la
produccion de un ritmo y se han identificado tres sitios que exhiben ritmicidad
autonoma: la glandula pineal, el aréa supraquiasmatica del hipotalamo y los ojos
(especificamente la retina); de manera adicional, se ha descrito mas de una via de
entrada fotica: los fotorreceptores extraretinales ubicados en el cerebro y en la

glandula pineal y los fotorreceptores cutaneos (Oishi et al, 2004; Underwood, 2001).



Cabe destacar que los estudios de las estructuras que fungen como marcapasos
principales se han realizado principalmente en anfibios anuros, donde Xenopus
leavis ha sido el organismo modelo para estudiar tanto la fisiologia como las
funciones circadianas de la retina (Besharse e luvone, 1983; Green y Besharse,
2004). En otras especies, estudios llevados a cabo con oftalmectomia en renacuajos
de Rana catesbeiana y Rana pipiens, muestran la contribucion de los ojos en el
control circadiano de los anfibios (Wright et al., 2006). Asimismo, Bertolucci y Foa
(2004) mencionan que dentro del complejo pineal de los anuros existe una
estructura autbnoma denominada 6rgano frontal, que en Rana clamitans es capaz
de sincronizarse a la luz y en Rana esculenta tiene funcién secretora involucrada en
la reproduccion anual. En urodelos, en Cynops pyrrhogaster se menciona que para
la regulacion de los niveles de melatonina en sangre se requiere de la glandula

pineal y de los ojos (Chiba et al., 2005).

Los estudios de ritmicidad en anfibios realizados, a nivel conductual, dan a conocer
que la actividad de ese grupo varia dependiendo de su etapa de desarrollo y del
estado reproductivo en el que se encuentren, como ocurre en Tritutus vulgaris y T.
cristatus (Dolmen, 1976); en Cynops pyrrhogaster (Oishi et al.,, 2004) ademas
influyen la humedad y la temperatura; en Xenopus leavis presenta también
ritmicidad en el movimiento de pigmentos en el tegumento, esto debido a la
liberacion periodica de melanopsina (Bertolesi et al., 2020; Oishi et al., 2004). Chiba
y sus colaboradores en 1993 , mencionan que en Cynops pyrrhogaster los ojos
probablemente aporten menos en la organizacién circadiana que la pineal, ya que
en los organismos con pinealectomia se suprimié por completo el ritmo de actividad
locomotora a diferencia de aquellos con enucleacion ocular bilateral en quienes
hubo poco cambio en libre corrimiento. En Ambystoma mexicanum se ha
determinado la ritmicidad circadiana de la actividad locomotora, corroborando el
estimulo de luz como sincronizador central. Asimismo el alimento se postula como
un sincronizador importante, capaz de marcar fase y modular la actividad hacia un

comportamiento diurno unimodal (Valdez-Caro, 2019).



La actividad de los organismos esta fuertemente relacionada con la actividad
metabdlica, pues de ello depende la produccion y disponibilidad de energia. El
estado redox de las células implica la reduccion y oxidacion de diversas moléculas
esto se evidencia para metabolitos que representan los equivalentes de reduccion
como el NADH, NADHPH, FADH: y para otros intermediarios en la cadena de
transporte de electrones (Milev y Redy, 2015; Gillette y Wang, 2014).

La ritmicidad circadiana y el estado redox estan intimamente relacionados. La tasa
metabdlica fluctia de manera circadiana en casi todos los organismos estudiados,
y se relaciona con la expresion de la actividad de diversas enzimas involucradas en
los mecanismos bioquimicos energéticos y balance redox, asi como en la
respiracion mitocondrial (Hardeland et al., 2003). Hay una gran variedad de estudios
realizados con ratas y ratones, por ejemplo, en higado de rata, O’Neil y Fenney
(2014) mencionan numerosos procesos metabdlicos que estan regulados de
manera circadiana, tales como glucdlisis, ciclo de Krebs, metabolismo de purinas y
grasas, razon NADP*/NADPH, expresion de genes reloj, expresion de mRNA y la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés reactive
oxigen species); asi mismo, Stokkan y colaboradores (2001) postulan que el higado
pudiera ser la principal ubicacion anatémica del oscilador sincronizable por alimento
(por sus siglas en inglés FEO). Diversos autores sefialan también que los niveles
de glutatidn tienen fluctuaciones a lo largo del dia en higado, intestino, pulmones y
pancreas (Issacs y Binckley, 1997; Li et al, 1997, Neuschwander-Tetri y Rozin,
1996) .

El balance redox de estos ultimos tejidos, presentan ritmicidad circadiana, sin
embargo, son considerados osciladores periféricos; por otro lado, el cerebro y los
0jos tienen estructuras que forman parte del reloj central (ntcleo supraquiasmatico,

pineal y retina), por lo cual influyen en la regulacién del ritmo de otros 6rganos.



1.2 Balance REDOX y su relacidn con los ritmos circadianos en estructuras
centrales.

1.2.1. En ojos

Los ojos forman parte del sistema visual, median las respuestas de la luz, proveen
de informacién mediante la formacion de imagenes y brindan informacion temporal
al Sistema Nervioso Central ( Sivak y Sivak 2000; Hill et al. 2012). El ojo de los
organismos vertebrados,esta compuesto por la cornea, el iris, la pupila, el lente y la
retina. Las primeras cuatro estructuras brindan proteccién, regulan la cantidad de
luz que penetra al ojo a través de la pupila y enfocan la imagen sobre la retina (Fig.
1) (Kandori et al. 2001).

cuerpo vitreo

pupila
{\\
newvio
Cuerpo y misculos ciliares \ optico
— esclerdtica
retina coroides

Fig. 1. Estructura del ojo vertebrado (tomado y modificado de https://www.conicet.gov.ar/especialistas-del-

conicet-descubren-nuevas-funciones-de-una-proteina-en-la-retina-de-vertebrados-diurnos/ )

La retina, por otro lado, es una extension del cerebro con localizacién periférica, en
ella se encuentran los fotorreceptores (conos y bastones) que llevan a cabo la
recepcion de la luz. Junto con estas células especializadas, la informacion luminica
es llevada a diferentes tipos de neuronas que extraen informacién pertinente de
intensidad, contenido cromatico, contraste, movimiento y posicion; toda esta
informacion converge en los diferentes centros del cerebro con ayuda del nervio
optico. Adicionalmente los fotorreceptores pueden codificar de la luz informacién
temporal concerniente a la alternancia de la noche, el dia y los cambios

estacionales; toda esta informacion es transmitida al reloj central en el cerebro lo


https://www.conicet.gov.ar/especialistas-del-conicet-descubren-nuevas-funciones-de-una-proteina-en-la-retina-de-vertebrados-diurnos/
https://www.conicet.gov.ar/especialistas-del-conicet-descubren-nuevas-funciones-de-una-proteina-en-la-retina-de-vertebrados-diurnos/

cual sincroniza los ritmos biolégicos con los ciclos ambientales (Kandori et al., 2001;
Strettoi y Parisi, 2014).

Relacionado a lo antes mencionado, en la retina del ojo se presentan fluctuaciones
diarias en los niveles de dopamina (en el dia) y de melatonina (en la noche),
compuestos relacionados con la vigilia-suefio, este comportamiento ritmico persiste
incluso en condiciones constantes de oscuridad, como ha sido observado en
Xenopus laevis (Anderson y Green, 2000); ademas los ritmos circadianos que se
describen estan controlados por un reloj central (Green y Besharse, 2004; Anderson
y Green, 2000); todo esto permite a la retina no solo percibir los cambios de
iluminacién, sino también anticiparse a ellos (Underwood, 2001; Anderson y Green,
2000).

De manera particular, la exposicion constante de los ojos a la luz los hace
susceptibles a la generacion de ROS por un efecto fototoxico controlado. Las
membranas neuronales, la retina y otras estructuras del ojo presentan en su
constitucién acidos grasos poliinsaturados. Diversos estudios realizados sobre el
efecto de la luz intensa sobre la retina de mamiferos, ha determinado que hay
lipoperoxidacion en la membrana de la retina por la deteccion de isoprostanos, que
es uno de los isomeros derivados de la oxidacibn de los acidos grasos

poliinsaturados de la membrana (Dentchev et al., 2007).

Por el otro lado, el alto requerimiento energético de los fotorreceptores para su
funcionamiento en las diferentes capas de la retina, es otra caracteristica que vuelve
a los ojos susceptibles a los ROS, dada su abundancia en mitocondrias en el
segmento interno y area nuclear de los bastones y conos, la capa mas reactiva de
la retina, ademas de que es un tejido de alto consumo de oxigeno y de glucosa
(Wong-Riley, 2010; Dentchev et al., 2007; Dmitriev, y Mangel, 2004; Handelman y
Dratz, 1986; Fliesler y Anderson, 1983).



Diversos estudios han observado que el ojo de vertebrados presenta mecanismos
de proteccién antioxidante en sus diferentes estructuras (la cornea, lente, RPE y
retina), similares a los que se pueden encontrar en otros tejidos; estos incluyen
ademas antioxidantes enzimaticos como glutation peroxidasa, catalasas y
superéxido dismutasa, asi como antioxidantes no enzimaticos como el glutation,
vitamina A y E, ademas de pigmentos retinales como la melanina y carotenoides,
los cuales se ha observado que son de gran importancia para evitar una mayor
fototoxicidad en los ojos de los organismos (Mittag et al., 1999; Beatty et al., 2000).
La actividad circadiana redox de esta actividad fotodinamica esta determinada en
primera instancia por los ciclos de luz-oscuridad (Hakkari et al., 2016, Anderson y
Green, 2000).

1.2.2. En Cerebro

El cerebro de los vertebrados consta de una maquinaria eficiente para coordinar la
produccion, entrega, almacenamiento y utilizacion de la energia. Es ampliamente
aceptado que los cambios en el flujo saguineo cerebral y utiliacién de glucosa
inducidos por la actividad del metabolismo energético cerebral son el resultado y no

la causa de la actividad neuronal (Belanger et al., 2011)

El cerebro es un érgano con alta demanda energética, consume una gran cantidad
de Oz haciendo que éste sea muy susceptible al estrés oxidante (Bothwell y Gillette,
2018). La principal fuente de energia en el cerebro proviene de la glucosa, energia
obtenida a través del ciclo de Krebs y de la glicolisis-se obtiene de 30 a 36 ATP por
glucosa, dependiendo de la eficiencia de la fosforilacion oxidativa (Lehninger et al.,
2007). Los estudios de Squire y colaboradores (2013) mencionan que una
considerable formacién de ROS proviene del metabolismo oxidativo de la glucosa
asociado con la fosforilacién oxidativa y la cadena de electrones mitocondrial donde
la coordinacion activa del NADPH y de manera central el glutation, permiten reducir

los efectos oxidativos de los ROS producidos normalmente.



Se ha reportado que el cerebro de los mamiferos puede tener un consumo de
glucosa de 0.266 mmol/ g tejido/ min (Squire et al., 2013); en relacion a su tamario,
este drgano presenta una elevada tasa metabdlica asociado a un elevada demanda
de oxigeno, siendo en humanos alrededor del 20% del oxigeno corporal total
(Bothwell y Gillette , 2018; Limon-Pacheco y Gonsebatt, 2010). Ademas, el cerebro
presenta una gran cantidad de acidos grasos insaturados, lo cual lo hacen blanco
de la lipoperoxidacion causada por los ROS (Dringen et al., 2000; Limén- Pacheco
y Gosebatt, 2010).

La actividad cerebral, determinado por su tasa metabdlica y metabolismo de la
glucosa, como lo es en otros érganos y tejidos, presenta ritmicidad circadina (Hut et
al., 2012; Aschoff, 1984). El principal oscilador circadiano, ampliamente descrito en
mamiferos (Bothwell y Gillette, 2018; Sollars y Pickard, 2015), se encuentra en el
ndcleo supraquiasmatico (localizado en la zona ventral periventricular del
hipotdlamo en el 4rea dorsal del quiasma 6éptico) y el tracto retinohipotaldmico
(Sollars y Pickard, 2015; Peek et al., 2015 ); en estos sitios se genera directamente
el ritmo del comportamiento, del suefio-vigilia, de la alimentacion, del metabolismo,
etc., entre otros procesos fisioldégicos importantes, debido a los procesos endocrinos
involucrados (Bothwell y Gillette, 2018; Sollars y Pickard, 2015; Peek et al., 2015;
Gillette y Wang, 2014). Las oscilaciones metabdlicas juegan un papel importante en
la formacion de los ritmos circadianos, en estos procesos se ven involucradas las
funciones de expresion de los genes y proteinas reloj, organizados en procesos de
retroalimentacion controlando de esta forma la temporalidad de la vida. (Peek et al.,
2015; Milev y Reddy, 2015).

La ritmicidad del balance redox en el nacleo supraquiasmatico es esencial para el
correcto funcionamiento del sistema circadiano, pues la modulacion de la
excitabilidad de la membrana neuronal regula el paso de los iones a través de la
membrana (Wang et al., 2012; Hille, 2001) como ocurre con los canales de K* de

las neuronas; ello puede activar o inactivar varias sefales celulares que ocasionan



cambios en la expresion de genes circadianos, los cuales originan cambios de fase
(Ko et. al, 2009).

Por otro lado, es conocido que la homeostasis redox en el cerebro y en el sistema
nervioso central se puede observar en diversos aspectos de la funcion,
procesamiento y regulacion vinculados a la sefalizacion y metabolismo, donde las
reacciones de oxidacién y reduccion especificas regulan diversos procesos
neuroldgicos (Franco y Varagas, 2018). En las membranas neuronales del cerebro,
los acidos grasos no solamente experimentan una peroxidacion lipidica por radicales
libres, sino también la oxidacién de proteinas y la oxidacion y formacién de aductos
del DNA, afectando de este modo los procesos de sefalizacion entre las neuronas
del sistema nervioso central y del sistema nervioso periférico (Simonian et al., 1996).

Como ya se mencion6 en parrafos anteriores, el sistema circadiano sincroniza los
diferentes ritmos a los cambios ambientales para prevenir la ocurrencia simultanea
de reacciones antagonicas mutuas, que de otro modo resultarian en un gasto
energético innecesario, aprovechandose las funciones metabdlicas y conductuales
(Milev y Reddy, 2015).

En los animales, las variaciones circadianas diarias de mudltiples respuestas
incluyendo la actividad locomotora, el metabolismo aerobio y la actividad cerebral,
asi como las variaciones en la temperatura y en el fotoperiodo (intensidad y
periodo), pueden resultar en patrones diarios de ROS (Hardeland et al., 2003) los
cuales podrian contribuir al dafio oxidante en ausencia de un balance adecuado en

el sistema antioxidante para contrarrestarlo (Birden et al., 2012).

1.2.3. Especies reactivas de oxigeno (ROS) y sistema antioxidante.

Los ROS ( por sus siglas en inglés; Reactive Oxygen Species) son originados de
manera natural como resultado del metabolismo celular aerobio; la mayor fuente

intracelular de ROS es la mitocondria, pues del oxigeno que dicho organelo



consume, del 1- al 2% deriva en la formacion de ROS (Boveris y Chance, 1973;
Circu y Aw, 2010); esto ocurre en dos puntos en la cadena de transporte de
electrones: en el complejo | (NADH deshidrogenasa) y en el complejo Il
(ubiquinona- citocromo c reductasa) (Turrens, 1997; Murphy, 2009). Los ROS
derivadas del oxigeno se clasifican en dos grupos, radicales y no radicales. Los
radicales como el anion superoéxido (Oz"), hidroxilo (OH-), peroxilos (RO-) y alcoxilos
(RO") contienen al menos un electron desapareado alrededor de su nucleo atémico;
en el grupo de los no radicales se encuentra el peroxido de hidrégeno (H-0-) el cual
a pesar de no tener electrones desapareados es una molécula muy reactiva (Kohen
y Nyasca, 2002).

Los ROS en bajas o moderadas concentraciones, producto del metabolismo aerobio
celular, tienen como funcién, regular las vias de sefializacibn como es la
proliferacion celular (células sanas y cancerigenas), la senescencia y la migracion
celular (Circu y Aw, 2010) y su produccion es regulada por el sistema antioxidante
celular (Demple 1991; Demple y Amabile-Cuevas, 1991; Storz e Imlayt, 1999;
Lushchak, 2001). Sin embargo, en elevadas concentraciones los ROS pueden
causar efectos adversos en las células y tejidos como la oxidacién de proteinas, la
peroxidacion lipidica,el dafio oxidativo en el DNA y alteraciones en la homeostasis
del Ca*? (Cajaraville et al., 2003). Esto es, ante un desbalance entre oxidantes y
antioxidantes y por lo tanto ante la alteracion o pérdida del balance redox, se
generan dafios que pueden comprometer la integridad celular y fisiologia de algin

organo, proceso conocido como estrés oxidante (Luschak, 2016).

Los organismos han desarrollado mecanismos antioxidantes que ayudan a
mantener un estado REDOX celular éptimo, retardando o previniendo la oxidacion
de diversas moléculas. El sistema antioxidante involucra moléculas de dos tipos:
enzimaticas y no enzimaticas. En las enzimaticas, se incluye a la superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), Glutation peroxidasa (GTPx), Glutation
transferasa, Peroxiredoxina y Tioredoxina (TRX); las no enzimaticos son Vitaminas

(A, Cy E), los B-Carotenos, metalotioneinas y el glutation (Birden et al., 2012).



Los sistemas antioxidantes han sido ampliamente estudiados en anfibios ya que por
su historia de vida (metamorfosis, reproduccion o hibernacién) dicho sistema se
modifica y también son buenos bioindicadores de contaminacion , se han estudiado
los efectos de diversos contaminantes como pesticidas, xenobioticos, metales,
compuestos nitrogenados, medicamentos e incluso efectos de la luz en diferentes
organos, como higado, (Ortiz- Santaliestra et al., 2010; Cuypers et al, 2010; Shinn
etal., 2008; Christin et al., 2004; Anguiano et al., 2001; Fordham et al., 2001; Coocke
1970 y 1972; Kaplan y Overpeck 1964), rifién, cerebro (Vadillo, 2015; Arroyo et. al
2012; Vogiatzis y Loumbourdis 1998), ojos (Yusiov 2000) y organismo entero
(Zhang et al., 2019).

1.3. Sistema glutation

Del grupo de antioxidantes no enzimaticos, el sistema glutatién (glutation reducido
GSH y oxidado GSSG) es el principal mecanismo de balance redox celular y el
antioxidante mas soluble (Birben et al., 2012; Circu y Aw, 2010). En las células, el
GSH se mantiene en mayor proporcion (90 - 95%) del glutation total a través de la
sintesis de novo y la reduccién enziméatica continua del GSSG formado, dado que
el sistema previene la oxidacién de proteinas y grupos tiol y la reducciéon de
hidroperoxidos (Birben et al., 2012). EIl GSH ademas provee de equivalentes
reductores para la glutation peroxidasa (GPx) con el cual cataliza la reduccion de
hidroperéxidos de lipidos en sus correspondientes alcoholes y la reducciéon del
peréxido de hidrogeno en agua; posteriormente la enzima glutation reductasa (GR)
recicla el GSSG reduciéndolo nuevamente a GSH (Fig. 2) (Kosower y Kosower,
1978).



L-glutamato + L-cisteina
y-glutamil-cisteina ligasa l
L-y- clutamil L-cisteina
glutamil sintasa Q—L glicina

H202 2GSH NADP~

glutation peroxidasa N N glutation reductasa

’GSSG NADPHH"

Figura 2. Sintesis de glutation y su ciclo de reciclamiento ( Tomado y modificado de Mason et al.,
2010). GSH: glutatién reducido; GSSG; glutatién oxidado, NADP+ /NADPHH+ : nicotinamin adenin

dinucledtido fosfato oxidado/reducido

Aunque los ROS son generados normalmente por procesos enddgenos, del
metabolismo celular aerobio, en los organismos, existen fuentes exdgenas que
inducen la formacién de estos radicales de oxigeno como son los metales pesados
(i.e. el hierro, cobre, cadmio, mercurio, niquel, plomo y arsénico) que reducen o
inhiben la actividad de algunas enzimas; la generacion de lo radicales libres,
altamente reactivos, se realiza por medio de la reaccién de Fenton y Haber-Weiss
con los metales; también por la exposicién a pesticidas, la radiacion ionizante y la
luz UV (Birden et al., 2012; Kohen y Nyasca, 2002). En los humanos, De la Paz
(1992) indica que la luz UV puede causar lipoperoxidacion y produccion de
hidroperdxidos en tejidos expuestos. En anfibios, Yusiov y colaboradores (2000)
sugieren que la luz visible puede aumentar el estrés oxidativo y causar una
regulacion positiva compensatoria de las actividades de las enzimas antioxidantes
en los ojos de la Rana temporaria, esto se corrobor6 en la Rana dybowskii, donde
demostraron que la exposicion a largo plazo incremento la actividad enzimatica de
SOD y CAT (Nan et al., 2022).



1.4. Melanina

Las melaninas son pigmentos que tienen propiedad redox, con la capacidad de
donar o aceptar electrones (oxidacién y reduccion de las unidades de quinona)
durante el proceso de absorcion de la luz; en presencia del oxigeno (O2), el
pigmento reacciona por foto-oxidaciéon dando como resultado la formacion de
radicales libres, una semiquinona’ y el anién superoéxido (O ), que en presencia de
los mecanismos de proteccion redox (i.e. SOD, Catalasa y Glutation) el O se puede
reducir rapidamente a H202 y posteriormente con los mismos mecanismos a H20 +
O2; con esta misma transferencia de electrones, la semiquinona  se reduce
nuevamente a quinona restaurandose nuevamente la melanina (Sealy, 1980; Sarna
1992; Riley 1997; Boulton et al., 2001).

La melanina es el principal pigmento presente en pelo, piel y ojos de los vertebrados
y es uno de los mecanismos que tienen los organismos para protegerse de la luz y
la radiacién UV (Riley, 1997; Sealy et al., 1980). La melanina es el producto final de
una serie de transformaciones de oxidacion enzimética de la tirosina, formando
biopolimeros heterogéneos que contienen unidades de quinona y de hidroxiquinona,
gue es escencialmente un polimero de indol-quinona. La melanina se clasifican en
base a su color en: eumelanina y neuromelanina (pigmentos marrones a negros),
feomelanina (pigmentos amarillos a rojos) y alomelanina (pigmentos marrones a
negros en plantas y hongos) asi como productos de la combinacién de eumelaninas
y feomelaninas (Sealy et al, 1980; Prota, 1992 y 1995; Sarna 1992; Ito, 2003). La
melanina se encuentra contenida en unos granulos llamados melanosomas,
granulos compuestos por una densa masa de eumelanina y proteinas, rodeadas por

una membrana (Sarna 1992).

En los ojos, los melanosomas se encuentran en el iris (en el stratum corneum) y en
el epitelio pigmentado de la retina (RPE; Sarna, 1992). A pesar de que ambas
estructuras oculares poseen melanina, Weiter y colaboradores (1986) reportaron
gue en o0jos humanos sanos, la cantidad de melanina del epitelio retinal pigmentado

(RPE por sus siglas en inglés) es independiente de la coloracion del ojo y de la



cantidad de melanina que posea el iris. En la retina, hay otros pigmentos que tienen
la capacidad de absorber la luz visible que no incide sobre los fotorreceptores para
evitar distorsiones por el reflejo y ayudan con el proceso de la vision como son: la
lipofucsina, que al igual que la melanina, absorbe en una banda ancha de la luz
visible; las porfirinas, que se encuentran en la hemoglobina y otras proteinas, que
absorben alrededor de los 400 nm en mayor grado y en menor grado alrededor de
los 600 nm; las flavinas y flavoproteinas que absorben la luz azul (450 nm) vy, el
pigmento macular que absorbe la luz entre los 400 y 530 nm (Boulton et al., 2001)

Se asume que la melanina ocular tiene la misma funcién fotoprotectora que en la
piel (Hu, 2007; Sarna y Swartz, 1993; Sarna,1992), absorbiendo todo el espectro
electromagnético de la luz visible y la UV (Sealy et al., 1980) en los segmentos
externos de los fotorreceptores de la retina, evitando la dispersion de la luz y
convirtiendo en calor los fotones absorbidos (Sarna, 1992; Boulton et al., 2001). Se
ha reportado que los animales pigmentados son menos fotosensibles que los que
presentan pigmentacion parcial o que son albinos de la misma especie (Noell,1980;
Sarna, 1992; Hielscher et al., 2009).

Los principales dafios que puede experimentar el ojo por la luz incluyen: dafo
mecanico o ionizacién, dado por una alta radiacion luminosa u ondas de choque de
corta duracion; fotocoagulacion térmica o fotovaporizacién, dado por un incremento
subito de la temperatura o radiacion en la region azul/verde o roja ocasionado por
laseres; dafio fotoquimico que es el mas comdn que se presenta en condiciones
ambientales, con potencial dafio a la retina (Boulton et al., 2001; Glickman et al,.
2000; Sarna 1992).

En organismos con baja o nula cantidad de melanina, los efectos potenciales del
albinismo se han realizado, principalmente en mamiferos a través del estudio de la
fausencia de la melanina en piel y en los ojos. Prusky y sus colaboradores (2002),
encontraron que las ratas albinas presentaron baja agudeza visual en comparacion

con las ratas pigmentadas, ademas se ha encontrado que presentan un umbral



visual elevado (Balkema et al.,2001; Balkema, 1988; Balkema y Drager, 1991;); otras
investigaciones encontraron en grupos albinos ademas, dafios en la discriminacion
visual (Rhoades y Henry, 1977), baja sensibilidad al contraste en todas las
frecuencias espaciales (Birch y Jacobs, 1979) y respuestas pupilares bajas y lentas
a la luz (Green et al.,1994). A nivel anatémico, en las ratas albinas, se encontraron
diferencias en las proyecciones retinianas a los nucleos subcorticales visuales que
estan involucrados en las funciones visomotoras, circadianas y de suefio-vigilia
(Fleming et al.,2006). A su vez, Possidente et al., (1982) encontraron que el ritmo
circadiano de la actividad locomotora se ve acortado en ratas albinas. En cuanto a
estudios en anfibios, Grant et al. (2003) determiné que los albinos de Xenopus laevis
no presentan desvios o deformaciones en sus proyecciones retinohipotalamicas,

como ocurre a diferencia de los mamiferos.

En todos los casos anteriormente descritos, la falta de melanina en estructuras
oculares (retina y tracto retinohipotalamico), que en mamiferos forman parte del
sistema que controla los ritmos circadianos y en anfibios forma parte del reloj
circadiano, modificaron funciones visuales, de expresién conductual y circadiana,
por lo que podriamos esperar alteraciones potenciales para el sistema circadiano de
glutation.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Ambystoma mexicanum es un anfibio urodelo endémico de la Cuenca del Valle
de México y cuya distribucion actual se restringe a la zona lacustre de
Xochimilco (Contreras et al.,, 2009). Es una especie neoténica que tiene la
capacidad de regenerar los tejidos de sus extremidades, cola, cerebro y corazén
(Muneoka et al.,1986; Chernoff and Stocum, 1995; Nye et al.,, 2003 a y b).
Debido a los problemas ambientales de su habitat natural como el aporte de
contaminantes (i.e. compuestos nitrogenados, plaguicidas, metales, entre
otros), la fragmentacion de su hdbitat, asi como la introduccion de especies

competidoras y depredadoras (como Cyprinus carpio y Oreochromis niloticus),



la poblacion de Ambystoma mexicanum ha sido adversamente afectada, con
reducciones severas de su poblacion; por lo cual ha sido categorizada como
especie en peligro de extincion (Contreras et al., 2009; Zambrano et al., 2007).
La reduccion severa del tamafio poblacional y la fragmentacion de su habitat
puede ser una causa probable de la reduccion en la heterogeneidad de la
especie y de endogamia poblacional entre los ejemplares de la poblacién
silvestre reducida, incidiendo en generaciones de ajolotes albinos, con

repercusiones genéticas y ambientales adversas para la especie.

A sabiendas de que la informacion en anfibios albinos, sobre todo en A
mexicanum es poca en general, y mas en relacién con el sistema circadiano y
de los efectos que puede ocasionar una mutacion pigmentaria (como el
albinismo) en ellos, abre todo un campo de investigacion novedosa debido a
gue si se conoce de antemano que en mamiferos albinos la susceptibilidad a la
luz es mucho mayor que en organismos pigmentados (con melanina), entonces
una condicion albina podria tener en ellos, alteraciones a diferentes niveles
fisiolégicos y bioquimicos, que finalmente podrian alterar funciones
moduladoras como lo son los ritmos circadianos a nivel de los receptores de la
luz (ojos) y posiblemente la alteracion final en sistema de control central

(cerebro).
3. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢El sistema antioxidante de glutation presentard ritmicidad circadiana en el
cerebro y ojos del ajolote Ambystoma mexicanum?. Si se presenta lo anterior,
¢, Qué efectos tendria la condicién albina de Ambystoma mexicanum sobre dicha

expresion tanto en 0jos como en cerebro?

4. HIPOTESIS

1. Si la actividad cerebral presenta oscilaciones ritmicas, tales como en el
consumo de glucosa y actividad neuronal y a su vez esta pueda gener



patrones de ROS, entonces el sistema glutation (GT, GSH, GSSG) como
un mecanismo antioxidante, debera también expresar una actividad

circadiana en el cerebro de los ajolotes de ambos fenotipos.

2.- Si los ojos como fotorreceptores estan acoplados a los ciclos luminicos
y ademas la luz genera un efecto fototoxico sobre las membranas de la
retina haciéndola susceptible a la produccién de ROS, entonces el sistema
glutation como mecanismo antioxidante podra presentar un ritmo
circadiano asociado al ciclo de luz-oscuridad en los organismos

pigmentados y albinos, sin distincion alguna.

3.- Si la melanina es un mecanismo de proteccién para evitar el estrés
oxidante derivado de la exposicion a la luz (radiacion UV principalmente),
entonces una condicion de albinismo determinara una mayor
susceptibilidad de estrés oxidante en comparacién a los organismos que
presentan melanina en la piel y en los 0jos; se espera entonces que el
balance GSH/GSSG en ajolotes albinos sea diferente en relacion con los
ajolotes pigmentados a nivel de ojos y cerebro debido a que al no estar
presente este pigmento el glutation oxidado ser4 mayor por los radicales

libres resultado de una posible fototoxicidad.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar en juveniles de Ambystoma mexicanum la expresién circadiana del
sistema glutation en cerebro y 0jos.

5.2. Objetivos particulares

1. Determinar la expresion circadiana del sistema glutation (oxidado GSH
y reducido GSSG) en cerebro y en 0jos, en dos fenotipos de Ambystoma

mexicanum, albino y pigmentado.



2. Determinar si se presentan diferencias en la expresion ritmica y en la
concentracion del GSH y GSSG entre ajolotes de fenotipo albino y el

fenotipo pigmentado.

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencion y mantenimiento de organismos experimentales

En el manejo, mantenimiento y procedimientos experimentales realizados se siguio
las reciomendaciones de la Guia Mexicana para el cuidado y uso de Animales de
Laboratorio (NOM-062-Z00-1999).

Los organismos se obtuvieron de una puesta de huevos del ajolote A.
mexicanum a través de la donacion del Dr. José Antonio Ocampo Cervantes,
Jefe del Centro de Investigacion Bioldgica y Acuicola de Cuemanco (CIBAC) de
la UAM-Xochimilco. La puesta, de aproximadamente 400 huevos, se mantuvo
en acuarios de 20 L con aireacion suave y concentracion de oxigeno disuelto a
saturacion (>5.6 mg O2/L), pH de 7.0 £ 0.5, temperatura de 20 + 1 °C y
fotoperiodo de 12:12 hrs luz : oscuridad, en solucion Holtfreter (SH) al 100%,
medio ideal para el mantenimiento y desarrollo de A. mexicanum (Robles-
Mendoza et al., 2009; Asashima et al., 1989). Diariamente se revisé, en una
submuestra de 10 huevos, el desarrollo embrionario bajo microscopio
estereoscopico para concer la etapa de su desarrollo de acuerdo a

Schreckenberg y Jacobson (1975).

La alimentacién, el mantenimiento y la separacion de las larvas eclosionadas se
mantuvieron de acuerdo a lo sefialado por Robles-Mendoza y colaboradores
(2011) hasta la etapa de juvenil, caracterizados por el completo desarrollo de
las extremidades anteriores y posteriores (Nye et al., 2003 b); los organismos
se separaron por fenotipo, pigmentaciéon normal y albina, conforme se fueron

presentando durante su desarrollo.



Durante el mantenimiento, los juveniles se alimentaron diariamente ad libitum con
nauplios de Artemia salina, pequefios peces de Chirostoma spp. y Tubifex (Robles
2009) hasta que alcanzaron 65 dias de edad; previo al experimento la alimentacion
se restringid a un horario de 12pm - 2pm. Los niveles de oxigeno disuelto, pH y
temperatura se mantuvieron similares a los descritos previamente y se realizaron
recambios del 40% de la SH de los acuarios cada dos dias para mantener los niveles
de amonio total menores a 0.3 mg N-AT/L.

6.2. Desarrollo experimental

Una vez alcanzada la longitud y el peso requeridos para el estudio de los
ajolotes (49.89 = 0.83 mm LT y 13.95 + 2.4 g PH), relacionado con los pesos
minimos de los tejidos necesarios para el estudio, los organismos se separaron
en grupos de 10 ejemplares por fenotipo: fenotipo N (pigmentado 6 normal,
silvestre) y fenotipo A (albino blanco) en acuarios de 20 L con solucion Holtfreter

(SH) y bajo las mismas condiciones de mantenimiento descritas (Fig. 3).

Ambystoma mexicanum
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Figura 3. Fenotipos del ajolote A. mexicanum (htips://avanceyperspectiva.cinvestav.mx/develando-los-

enigmas-moleculares-del-axolotl-un-organismo-orgullosamente-mexicano/)



https://avanceyperspectiva.cinvestav.mx/develando-los-enigmas-moleculares-del-axolotl-un-organismo-orgullosamente-mexicano/
https://avanceyperspectiva.cinvestav.mx/develando-los-enigmas-moleculares-del-axolotl-un-organismo-orgullosamente-mexicano/

Los organismos se mantuvieron durante 5 dias con un fotoperiodo 12:12
(Luz:Oscuridad; LO) con el encendido de la luz a las 7:30. y apagado a las 19:30
horas. Al término de este periodo, se seleccionaron al azar 5 organismos de cada
fenotipo, cada 4 h a lo largo de un ciclo de 24 h (12:30; 16:30, 20:30, 0:30, 4:30,
8:30 y 12:30 h). Por ser organismos ectotermos, el método mas adecuado de
sacrificio para que se cumplieran nuestros objetivos de estudio fue la decapitacion
y la rapida diseccion del cerebro y los ojos; para ello, se disminuy6 la temperatura
del agua de un acuario pequefo de 17 a 10 °C, se coloco al organismo por un par
de minutos y posteriormente se paso a otro acuario con agua a cerca de 4 °C por
un minuto mas, se sacaron y sobre una plancha de plastico sobre hielo y se procedié
al sacrificio por decapitacion

Al término de éste periodo se realiz6 la diseccién del cerebro y ojos en los

mismos horarios que en el fotoperiodo de LO.

Durante la exposicion de los ajolotes en los diferentes fotoperiodos, se
alimentaron diariamente y al mismo intervalo de 12pm a 2pm con charal micro

(Chirostoma sp.), Tubifex sp. y adultos de Artemia salina.

Previo a la diseccién de los organismos, se registro el peso humedo (g PH), la
longitud patréon (LP, mm) y la longitud total (LT, mm) de los ejemplares. Los
tejidos disectados se enjuagaron con solucién fisiologica fria para anfibios
(Vanegas- Pérez et al., 2015) y se mantuvieron en frio para ser pesados (g PH)

y almacenados a -80° C en criotubos de 2 ml para su analisis posterior.

6.3. Declaracion de bioética

Resulta imprescindible conocer las bases bioéticas del manejo vy
experimentacion con animales para cumplir con los diferentes objetivos de una
investigacién, siempre considerando que los animales tienen derechos por
encima del conocimiento que se pueda adquirir con ellos al utilizarlos, por lo que

el seguir un codigo de ética en el area de las ciencias experimentales nos



permitira avanzar en el conocimiento y a la vez preservar a los organismos
evitando se llegue a abusar de ellos. Para cumplir con lo anterior, se sometio el
procedimiento experimental de los organismos a su aprobacion por parte de la
Comision de Etica Académica y Responsabilidad Cientifica (CEARC) de la
Facultad de Ciencias (Folio: T_14 09 2023 Patino), quien es la encargada de

la revision de todos los proyectos de investigacion con organismos.

Durante el desarrollo de los disefios experimentales, es indispensable
seleccionar el punto final de los organismos, principalmente si son expuestos a
sustancias toxicas para evitar estrés y dolor y aun cuando nuestro disefio
experimental no incluyd la exposicidbn a compuestos toxicos, si es necesario
considerar el mejor de los métodos para el punto final de los organismos
(Navarro, et. al, 2012).

La extrapolacion de analgésicos empleados en mamiferos hacia otros grupos
animales, no es adecuado, debido a la variedad de respuesta que pueden tener
los otros organismos como puede ser una prolongacion mayor a lo establecido
del efecto anestésico o que incluso no le afecte a la dosis y tenga que
incrementarse, respuestas que pudieran ser inducidas por el mismo
metabolismo del organismo (CCAC). Aun cuando la alta permeabilidad de la piel
de los anfibios permitiria una dosificacion segura del anestésico, estos pueden
generar un riesgo de complicaciones, por ejemplo se puede reducir o interrumpir
la capacidad pulmonar a respirar (CCAC) o el tiempo de recuperacion
incrementarse con la dosis, como el metasulfonato de tricaina (Hinostroza y
Serrano-Martinez, 2013; CCAC).

Hay anestésicos parentales que pueden aplicarse intracelomicamente para una
mejor absorcion (Michell 2009). Los anestésicos que se pudieran emplear para
inducir la eutanasia en organismos acuaticos como es el caso de nuestro estudio
en urodelos, la benzocaina, la tricaina metano sulfonato, el etomidato, el

metomidato y la quinaldina actian deprimiendo el sistema nervioso central



(SNC) hasta producir la muerte ( The Pennsylvania State University [PennState]
s.f); sin embargo, para urodelos como el ajolote A. mexicanum al cual se le
realiza un estudio precisamente del SNC, los métodos quimicos de sacrifico no
se pueden realizar por posibles alteraciones que no sabemos puedan influir en
los resultados; por otra parte, la opcidon de inyecciéon abdominal o celémica, no
seria recomendable para los ajolotes por el estrés que sufriria el organismo por
la manipulacion y la inyeccion, influyendo nuevamente en la respuesta del SNC
para defenderse. Aun cuando en la NOM-033-SAG-Z00-2014 se menciona que
el método de eutanasia y sacrifico de los anfibios es por medio de agentes
anestésicos y otros quimicos, como los mencionados anteriormente, €l método
mas adecuado para que se cumplieran nuestros objetivos de estudio es la
decapitacion y rapida diseccién del cerebro, para lo cual se disminuyé la
temperatura del agua de un acuario pequefio de 17 a 10 °C por
aproximandamente 10 minutos y posteriormente se pasaron a otro acuario con
agua a cerca de 4 °C por un minuto, se sacaron y sobre una plancha de plastico
sobre hielo se procedio al sacrificio por decapitacion para evitar sufrimiento por
dolor por el corte realizado y detener cualquier actividad cerebral posterior al
sacrificio, como se recomienda en la norma referida anteriormente (NOM-033-
SAG-Z0O0-2014 ) debido a lo observado en reptiles.

6.4. Determinacioén del sistema glutation en cerebro y ojos.

Los tejidos disectados, cerebro y 0jos, se homogenizaron de manera separada
en una solucidn fria (4°C) de ASS (acido sulfosalicilico) al 5% en una proporcion
de 1:5 (g Tejido: mL ASS) para el cerebro y de 1:2.5 para los o0jos, en microtubos
de centrifuga de 2 ml con ayuda de un homogenizador Polytron (PT 1200;
KINEMATICA ®). Los homogenados se incubaron en hielo por 15 min y después
se centrifugaron a 14000 rpm por 10 min a 5 °C. El sobrenadante fue separado
y mantenido en hielo hasta su posterior analisis. Los sobrenadantes se diluyeron
con agua desionizada en una proporcion 1:40 (muestra:agua desionizada) para

reducir la concentracién del ASS a menos del 0.1% para evitar interferencias



con la glutatién reductasa (GR) de acuerdo al método de analisis seguido

(Vanegas- Pérez et al., 2015).

Los niveles de Glutation Total (GT), Glutation reducido (GSH) y Glutation
oxidado (GSSG) se evaluaron de acuerdo a lo propuesto por Griffith (1980) y
Baker et al., (1990), adaptado por Vanegas-Pérez et al., (2015) a microplaca. El
principio de dicho método se basa en que el GSH reacciona con la solucion de
Ellman (DTNB) reduciéndolo a TNB el cual es proporcional al contenido de GSH,
donde el producto puede ser cuantificado espectrofotométricamente a 412nm.
El GT (que es la suma de GSH + GSSG) se determina por la velocidad de
reduccion del DTNB por el GSH total, donde el GSSG se reduce en la reaccién
a GSH por la Glutation Reductasa (GR); de esta forma el GSH presente en la
muestra mas el GSH obtenido por la reducién del GSSG, reaccionan con el
DTNB para obtener la concentracion de GT. Para determinar la concentracion
de GSSG, a la muestra de sobrenadante diluido 1:40, se le adiciona 2-
Vinilpiridina (2-VP) para derivatizar al GSH libre presente y evitar su reaccion
con el DTNB; después de una incubacion de 60 min (la 2-VP reacciona
lentamente con el GSH) se le adiciona a la muestra la GR, la cuél reduce el
GSSG a GSH el cual puede reducir el DTNB presente por ser una reaccion
rapida, obteniendo asi la concentracion de GSSG de las muestras. La
cuantificacion de la concentracion de GSH en la muestra se realiza por la
diferencia de GT menos GSSG.

(GSH = GT — GSSG)
Los resultados obtenidos se expresaron en pumoles/g PH (No se pudieron

expresar en umoles/mg PST, debido a la destruccion de la proteia por el ASS y

la muy pequeia cantidad de tejidos obtenidos).



6.5. Andlisis Estadistico

La ritmicidad circadiana del sistema antioxidante de Glutation (GSH y GSSG) se
determind por medio del Analisis de COSINOR con ayuda del programa de
COSANA, empleando las concentraciones obtenidas de GSH y GSSG en el
ciclo de 24 h de cada uno de los fotoperiodos LO y OO de los ajolotes albinos y
pigmentados. El Anélisis de COSINOR se basa en un andlisis parcial de series
de Fourier (COSANA ver. 3.1, 1996) que determina el mejor ajuste de oscilacion
para los datos observados y permite la obtencion de un porcentaje de ritmicidad
(R%) vy su significatividad (p< 0.05), parametros utilizados para la seleccion del
mejor periodo de ajuste a los datos obtenidos. De manera complementaria se
utilizé el programa Chronosfit (ver. 1.06) para corroborar la presencia de

patrones de ritmicidad obtenidos por el algoritmo de COSANA.

Las diferencias significativas entre los pardmetros de mesor y amplitud del ritmo de
GSH y GSSG, entre las condiciones de iluminacion LO y OO en un mismo fenotipo
asi como entre los fenotipos pigmentado y albino en una misma condicién de
iluminacién, se establecieron con el andlisis de Limites de Confianza para medias

poblacionales (Zar, 1999).

De manera adicional para cada fenotipo, se realiz6 una prueba no paramétrica de
Kruskall-Wallis de analisis de rangos para determinar diferencias significativas en
las concentraciones de GSH y GSSG a lo largo del ciclo de 24 h en cada condicion
de iluminacién (LO y OO) (STATISTICA ver. 8.0 Statsoft Inc, 2007).



7.RESULTADOS

7.1. Parametros Fisicoquimicos

Los parametros fisicoquimicos de temperatura, pH, oxigeno disuelto y amonio total
en los acuarios de los organismos experimentales se mantuvieron constantes

durante todo el desarrollo experimental (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos registrados en los acuarios experimentales. Se
muestra el valor promedio * error estdndar (n=5).

Oxigeno disuelto Amonio Total
Temperatura (C°) pH
(mg O2/L) (mg N-ATI/L)
16.65+0.14 6.67 £ 0.13 6.09 £ 0.19 1.0+ 0.37

7.2. Ritmicidad circadiana del sistema glutation en los dos fenotipos de A.
Mexicanum

7.2.1.Ritmicidad de balance redox en cerebro de ajolotes

Las concentraciones del glutation reducido (GSH) en el cerebro de A. mexicanum
en el fenotipo normal pigmentado (silvestre) y en el albino, revelan cambios
temporales a lo largo del periodo de 24 h en las condiciones de LO y OO (Tabla 2;

Figura 4).

En la condiciéon de LO, la concentracion en cerebro del GSH en los organismos
pigmentados (silvestres), presentd un comportamiento bimodal con un ritmo
significativo (periodo) de 11.54 h (p<0.05), con las mayores concentraciones
(acrofase) a las 5.53 h cercanas al encendido y apagado de la luz (7.00 am y 7.00
pm) y, niveles promedio de GSH (mesor) de 1293.43 umol/ g PH (Tabla 2; Fig. 4A).
Al colocar a los organismos en libre curso, en oscuridad continua (OO) por cuatro
dias mas, el comportamiento de los niveles de GSH en el cerebro se modifico y
pasé de presentar un ritmo bimodal en LO a unimodal en OO con un ritmo
significativo de 24 h (p<0.05), observandose las menores concentraciones del GSH

en la noche subjetiva que se incrementan hasta alcanzar los niveles maximos a las



11.48 h (acrofase), con concentraciones promedio de GSH de 1029.05 umol/g PH

(mesor).

Tabla 2. Parametros de la ritmicidad del glutation reducido (GSH) y glutatién oxidado

(GSSG) en el cerebro del ajolote A. mexicanum en LO y OO obtenidos por el modelo

COSINOR. Se incluyen valores promedio y de error estandar de cada parametro (X + EE).

Cotoneriode | FENOLPO [ PIGMENTADO ALBINO PIGMENTADO | ALBINO
|
P Parametros GSH GSH GSSG GSSG
11.54 16.3 23.17 24
PERIODO (p = 0.03) (p = 0.04) (p=005) | (p=0.01)
MESOR = 1 1593 43+ 33.52¢ | 1350.47 + 48.76 | 21.81+1.43 |20.98 + 1.58
(umol/g PH)
LO
AMPLITUD 105.55 + 46.22 156.7 + 68.17 543 +2.072* | 7.63 +£2.15
(umol/g PH)
ACR((Jh)FASE 5.53 + 0.412 3304058 |2034+119% | 142+1.1
24 24 24 24
PERIODO (p = 0.01) (p = 0.01) (p=0.00) | (p=0.025)
MESOR | 1059 05 + 36.45% | 1074.79 + 44.08 | 2042+ 1.3 |23.07+1.95
(umol/g PH)
00
AMPLITUD |16, 8144872 | 231.87+61.45 | 6.98+1.87* | 8.6+2.78
(umol/g PH)
ACROFASE (h) | 11.48 % 1.45 9.62 + 1.02 8.25+1.0% | 8.03+1.12

El * indica diferencias significativas (p<0.05) para un mismo paradmetro entre los fotoperiodos LO y
OO de un mismo fenotipo.

Las letras superindices diferentes indican diferencias significativas para un mismo parametro
(p<0.05), entre los fenotipos para una misma condicion de iluminacion.

El andlisis de Limites de Confianza para medias poblacionales de los parametros
de modelo COSINOR,

significativas (p<0.05) sdlo en las concentraciones promedio del GSH en el cerebro

ritmicidad determinados por el revelo diferencias
de los organismos pigmentados (mesor), con niveles del 20% mayor en LO respecto
a OO (Tabla 2). Cabe destacar que el analisis de Kruskall-Wallis no corroboro las
diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones de GSH a lo largo del
periodo de 24 h en cada condicion de iluminacién LO y OO, lo cual puede obedecer

a la dispersion de los resultados obtenidos (Tabla 4).



En relacion al fenotipo albino, el GSH presenté un comportamiento bimodal con
un ritmo (periodo) de 16.30 h (p<0.05) en la condicion de LO, similar a su contraparte
pigmentada aunque con un desfase de 4 h, presentando los mayores niveles
durante el dia y la noche a las 3.30 h (acrofase) y niveles promedio de GSH de

1350.47 umol/ g PH (mesor) (Tabla 2; Fig. 4C; Tabla 4).
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Figura 4. Ritmicidad del Glutatiéon reducido (GSH) en el cerebro del ajolote A. mexicanum
(linea sélida) del fenotipo pigmentado (A, B) y fenotipo albino (C, D), en condiciones de
fotoperiodo de luz-oscuridad (LO; A, C) y de oscuridad-oscuridad (OO; B, D). Se gréfican
valores promedio + E.E. La linea punteada indica el modelo de ritmo obtenido por
COSINORpara ambas condiciones de luz. La barra superior en blanco-negro o negro-negro
muestra el periodo de iluminacion LO y OO. respectivamente.

De igual forma que los organismos pigmentados, al pasar a los organismos albinos
a la condicién de OO, el comportamiento del GSH cambié de bimodal a unimodal

con un ritmo (periodo) de 24 h (p<0.05) y las mayores concentraciones de GSH



(acrofase) se registraron también durante el dia subjetivo a las 9.62 h, aunque con
un atraso cercano a las 2 h respecto a los organismos pigmentados; las
concentraciones promedio de GSH (mesor) fueron de 1074.79 umol/ g PH, 20%
menor a las obtenidas en LO (p<0.05) (Tabla 2; Fig. 4C; Tabla 4). De manera similar
a los organismos pigmentados, el analisis de Kruskall-Wallis no corrobor6 las
diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones de GSH en el cerebro del
fenotipo albino a lo largo del periodo de 24 h en ambas condiciones de iluminacion,
LOy OO (Tabla 4).

En la comparacion entre los fenotipos pigmentado y albino, el andlisis de Limites de
confianza de las medias poblaciones, no denoté diferencias significativas (p>0.05)
entre los parametros del ritmo obtenidos por el modelo COSINOR, tanto en la
condicion de LO como en OO, a excepcion de la acrofase en los organismos
pigmentados en LO (p<0.05) que mostrd un atraso cercano a las 2 h respecto a los
albinos. No obstante, la amplitud de los ajolotes albinos, tanto en LO como en OO,
registrd un incremento (p>0.05) del 33% y 29% respectivamente, en relacién a su

contraparte pigmentada

A diferencia de lo observado en GSH, el glutation oxidado (GSSG) en el cerebro de
los ajolotes pigmentados en LO mostré un comportamiento unimodal con un periodo
de 23.17 h (p<0.05), registrandose niveles maximos (acrofase) a las 20.34 h; los
niveles promedio de GSSG fueron de 21.81 umol/g PH (Tabla 2; Fig. 5; Tabla 4). Al
pasar a los ajolotes a una condicion de libre curso en OO, durante cuatro dias, el
comportamiento del GSSG se mantuvo unimodal, con un periodo de 24 h (p<0.05),
si bien los maximos niveles (acrofase) se registraron a las 8.25 h, las mayores
concentraciones de GSSG en OO se registraron durante el dia subjetivo. Las
concentraciones promedio de GSSG (mesor) de 20.42 umol/g PH fueron similares
a las registradas en LO (p>0.05) (Tabla 2; Fig. 5B).
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Figura 5. Ritmicidad del Glutatién oxidado (GSSG) en el cerebro del ajolote A. mexicanum (linea
sélida), del fenotipo pigmentado (A, B) y del fenotipo albino (C, D), en condiciones de fotoperiodo de
luz-oscuridad (LO; A, C) y de oscuridad-oscuridad (OO; B, D). Se grafican valores promedio + E.E.
La linea punteada indica el modelo de ritmo obtenido por COSINOR para ambas condiciones de luz.
La barra superior en blanco-negro o negro-negro muestran el periodo de iluminacién LO y OO

respectivamente.

El andlisis estadistico de los parametros determinados por el modelo COSINOR
denoto6 que, al pasar los ajolotes de LO a OO, la amplitud fue 22% mayor (p<0.05),
en tanto que la acrofase registré un adelanto cercano a las 12 h (p<0.05) (Tabla 2).
Cabe sefialar que el analisis de Kruskall Wallis no mostré diferencias significativas
(p>0.05) a lo largo del ciclo de 24 h en las concentraciones de GSSG en los ajolotes

pigmentados mantenidos tanto en LO como en OO, lo cual puede obedecer a la



dispersion de los valores obtenidos en cada condicion de iluminacion (Tabla 4; Fig
2).

En el fenotipo albino en condiciones de LO, el GSSG en el cerebro presentd un
comportamiento unimodal, con un periodo de 24 h (p<0.05), similar al registrado en
los ajolotes pigmentados; sin embargo, los niveles maximos de GSSG (acrofase) se
registraron a las 14.2 h con un adelanto cerca de 6 h respecto a los organismos
pigmentados (p<0.05). Los valores promedio de GSSG (mesor) fueron de 20.98
pmoles/g PH, similares a su contraparte pigmentada (p>0.05). (Tabla 2; Figura 5C).

Al pasar a los ajolotes albinos al fotoperiodo de OO durante 4 dias, el
comportamiento del GSSG se mantuvo unimodal, con un ritmo (periodo) de 24 h
(p<0.05), similar al registrado en LO. De igual manera, los niveles promedio de
GSSG (mesor) de 23.07 umoles/g PH y el registro de los valores maximos de GSSG
(acrofase) a las 8.03 h, fueron similares a los obtenidos en LO (p>0.05); los mayores
niveles se observaron durante el dia subjetivo en OO, con un adelanto de fase

cercano a las 6 h, respecto a lo observado en LO (Tabla 2; Fig. 5D; Tabla 4).

El andlisis estadistico de los parametros obtenidos por el modelo COSINOR entre
los ajolotes pigmentados y albinos en LO, denot6 diferencias significativas sélo en
la amplitud registrada, 29% mayor en el fenotipo albino que su contraparte
pigmentada (p<0.05). En la condicién OO, todos los pardmetros fueron similares
entre el fenotipo pigmentado y el albino (p>0.05) (Tabla 2).

Cabe mencionar que al igual que en los organismos pigmentados, el andlisis de
Kruskall-Wallis (K-W) no mostro diferencias significativas (p>0.05) a lo largo del ciclo
de 24 h en las concentraciones de GSSG en los ajolotes albinos mantenidos tanto
en LO como en OO, lo cual puede obedecer a su vez a la dispersion de los valores

obtenidos en cada condicion de iluminacion (Tabla 4).



7.2.2. Ritmicidad de balance redox en el ojo de los ajolotes

El GSH en los ojos de los ajolotes pigmentados en el fotoperiodo de luz: oscuridad
(LO) presentd un periodo (ritmo) unimodal de 24 h (p<0.05), con las mayores
concentraciones (acrofase) estimadas a las 5.43 h; las concentraciones promedio
(mesor) se estimaron en 314.57 ymoles/g PH (Tabla 3; Fig. 6A).

Al colocar a los organismos en libre curso, en oscuridad constante OO, el
comportamiento de GSH pas6 de unimodal a bimodal, con un periodo de 12.41 h
(p<0.05). Las menores concentraciones que se registraron fueron asociadas con la
hora de prendido y apagado subjetivo de la luz y las mayores concentraciones
(acrofase) se registraron a las 12.43 h; las concentraciones promedio registradas
(mesor) fueron de 329.83 umoles/g PH (Tabla 3; Figura 6A; Tabla 5). Cabe destacar
que no se observaron diferencias significativas en los parametros del mesor y
amplitud entre los fotoperiodos LO y OO (p>0.05). De igual manera, la prueba de K-
W no denot6 diferencias significativas (p>0.05) en el comportamiento temporal del
GSH en el ojo de los ajolotes pigmentados, tanto en la condicién LO como en OO
(Tabla 5).

En los ajolotes albinos, el comportamiento del GSH tanto en LO como en OO
presentd un comportamiento inverso en relacion a los ajolotes pigmentados. A
diferencia de los ajolotes pigmentados, en los ajolotes del fenotipo albino
mantenidos en LO, el GSH registré un periodo bimodal de 11.11 h (p<0.05) con las
mayores concentraciones (acrofase) registradas a las 6.32 h aparentemente
relacionadas con el apagado y prendido subjetivo de la luz y, concentraciones
promedio (mesor) de 431.47 ymoles/g PH (Tabla 3; Fig. 6C; Tabla 5).

Al exponer a los ajolotes albinos a la condicion OO, el ritmo del GSH cambié de
bimodal a unimodal, con un periodo de 24 h (p<0.05). La menor concentracion se
registro en el dia subjetivo y la mayor concentracion (acrofase) se registro al inicio
de la noche subjetiva, a las 19.48 h, con concentraciones promedio (mesor) en el
periodo de 24 h fue de 531.27 ymoles/g PH (Tabla 3; Fig. 6D; Tabla 5).



El andlisis estadistico de los parametros del modelo COSINOR entre los
fotoperiodos LO y OO de los ejemplares albinos, revel6 que solo la amplitud en OO
fue 6.8 veces mayor que la registrada en LO (p<0.05) (Tabla 3). No obstante, el
analisis de Kruskall Wallis no mostré diferencias significativas (p>0.05) en el
comportamiento temporal del GSH en el ojo de los ajolotes albinos, tanto en LO
como en OO, lo cual puede obedecer a la dispersién de los resultados obtenidos
(Tabla 5).

El andlisis de Limites de Confianza para medias poblacionales, no denoto
diferencias significativas entre los parametros de mesor y amplitud entre los
fenotipos pigmentado y albino, tanto en LO como en OO (p>0.05), lo cual podria
obedecer a los cambios del periodo registrado, de bimodal a unimodal (o viceversa).
De tal manera, la amplitud en los ajolotes albinos en LO presentd una reduccion del
75% respecto a su contraparte pigmentada; en contraste, la amplitud en OO fue

35% mayor que la registrada en los ajolotes pigmentados (Tabla 3).

En cuanto al GSSG en los ojos de los ajolotes silvestres, se registré un ritmo bimodal
en LO con periodo de 12 h (p<0.05), con las mayores concentraciones registradas
a las 8.02 h (acrofase), asociadas al apagado y prendido de luz; la concentracion
promedio en el ciclo de 24 h (mesor) fue de 20.76 ymoles/g PH (Tabla 3; Figura 7A).
Con el cambio de fotoperiodo de LO a OO, la expresién del ritmo cambié a unimodal
con un periodo de 24 h (p<0.05), donde el incremento de GSSG se registrd asociado
al apagado de luz y el valor maximo (acrofase) a las 2.52 h durante la noche
subjetiva, con valor promedio en el ciclo de 24 h de 23.55 ymoles/g PH (Tabla 3;
Figura 7B; Tabla 5).

El andlisis estadistico sefial6 que los parametros del ritmo de mesor y amplitud,

estimados por el modelo COSINOR, fueron similares entre los fotoperiodos de LO

y OO (p>0.05). De manera similar, el andlisis de Kruskal-Wallis no denoto

diferencias significativas temporales (p>0.05) en los niveles de GSSG a lo largo del

ciclo de 24 h, tanto en los organismos pigmentados mantenidos en LO como en OO,

lo cual puede obedecer a la dispersion de los resultados obtenidos (Tabla 5; Fig 7).
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Tabla 3.Pardmetros de la ritmicidad del glutation reducido (GSH) y glutation oxidado
(GSSG) en el ojo del ajolote A. Mexicanum en LO y OO, obtenidos por el modelo

COSINOR. Se incluyen valores promedio y de error estandar de cada parametro (X = EE).

Fotoperiodo FENOTIPO |PIGMENTADO ALBINO PIGMENTADO| ALBINO
Pardmetros GSH GSH GSSG GSSG
24 11.11 12 24
PERIODO (h)
(p=0) (p =0.01) (p=0) (p=0.02)
MESOR 314.57 £ 9.92 431.47 £21.1 20.76x1.72 62.08+11.52b
LO (umol/g PH)
AMPLITUD 64.45 + 14.85 16.36 £ 9.9* 9.69 + 2.31 50.76 £ 16.68
(umol/g PH)
ACROFASE (h) 5.43 6.32 8.02 6.53
12.41 24 24 12
PERIODO () (p = 0.04) (p = 0.03) (p = 0.04) (p = 0.03)
MESOR 329.83 £ 24.6 531.27 £ 47.2 23.55 + 3.22 52.32 + 1.95°
00 (umol/g PH)
I 71.99 £34.25 | 111.14 *+ 64.2* 5.03+£4.76 29.74 £ 2.78
(umol/g de PH)
ACROFASE (h) 12.43 19.48 2.52 7.93

El * indica diferencias significativas (p<0.05) para un mismo parametro entre los fotoperiodos LO y

OO de un mismo fenotipo.
Las letras superindices diferentes indican diferencias significativas para un mismo parametro
(p<0.05), entre los fenotipos para una misma condicion de iluminacion.
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Figura 6. Ritmicidad del Glutation reducido (GSH) en ojos del ajolote A. mexicanum (linea
sélida), del fenotipo pigmentado (A, B) y fenotipo albino (C, D), en condiciones de fotoperiodo
de luz-oscuridad (LO; A, C) y oscuridad-oscuridad (OO; B, D). Se grafican valores promedio
+ E.E. La linea punteada indica el modelo de ritmo obtenido por COSINOR para ambas
condiciones de luz. La barra superior en blanco-negro o negro-negro muestran el periodo de
iluminacién LO y OO, respectivamente.
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Figura 7. Ritmicidad del Glutation oxidado (GSSG) en el ojo del ajolote A. mexicanum (linea
sélida), del fenotipo pigmentado (A, B) y fenotipo albino (C, D), en condiciones de fotoperiodo
de luz- oscuridad (LO, A, C) y oscuridad-oscuridad (OO; B, D). Se grafican valores promedio
+ E.E. La linea punteada indica el modelo de ritmo obtenido por COSINOR para ambas
conciciones de luz. La barra superior en los graficos en blanco-negro o negro-negro muestran
el periodo de iluminacion LO y OO respectivamente.

A diferencia de lo observado en los ojos de los ajolotes pigmentados en LO, el
GSSG en los ajolotes albinos presento un ritmo unimodal con un periodo de 24 h
(p<0.05), con el incremento en los niveles de GSSG asociado al apagado de la luz
y niveles maximos (acrofase) registrados a las 6.53 h; los valores promedio se
estimaron en 62.08 umoles/g PH (Tabla 3; Figura 4C). Al colocar a los organismos
en libre curso en OO, el comportamiento de GSSG pas6 de unimodal a bimodal,
con un periodo de 12 h (p<0.05) y tendencias similares a los exhibidos en los

ajolotes silvestres en LO. La mayor concentraciéon de GSSG (acrofase) se registré



a las 7.93 h, con niveles promedio en el ciclo de 24 h de 52.32 uymoles/g PH. El
andlisis estadistico de los parametros de mesor y amplitud, estimados por el modelo
COSINOR, no denotd diferencias significativas entre los fotoperiodos LO y OO
(p>0.05). De manera similar, el analisis de Kruskal-Wallis no mostré diferencias

significativas temporales durante el ciclo de 24 h (p>0.05) tanto en LO como en OO.

Al comparar las concentraciones de GSSG en los ojos de los ajolotes entre los dos
fenotipos, en las mismas condiciones de iluminacién, el andlisis estadistico revelo
diferencias significativas (p<0.05) para solo el parametro mesor, de 3y 2.2 veces
mayor en los ajolotes albinos en LO y OO en relacion a su contraparte pigmentada.
Cabe destacar que las diferencias en cuanto a magnitud pueden obedecer a los
cambios del ritmo (periodo) registrado, de bimodal a unimodal (o viceversa). Asi
entonces, también la amplitud en los ajolotes albinos fue 5.2 y 5.9 veces mayor en

LO y OO, respecto a los ajolotes pigmentados (p>0.05) (Tabla 3).

7.2.3. Razébn GSH/GSSG en Cerebro y Ojos

A partir de los resultados obtenidos de GSH y GSSG se calculé larazon GSH/GSSG
gue aporta informacion integradora del estado redox celular. En el cerebro de los
ajolotes mantenidos en el fotoperiodo LO, no se registraron diferencias significativas
en la razén entre el periodo diurno y el nocturno (p>0.05) tanto en los ejemplares
pigmentados como en los albinos (Tabla 4). En los organismos pigmentados en LO,
los valores promedio fueron de 56.4 y 69.41 para el periodo diurno y nocturno,
mientras que en los albinos fueron de 53.73 y 84.73, respectivamente. De manera
similar en OO, la raz6n GSH/GSSG fue similar en el cerebro de los organismos
pigmentados y albinos en los periodos subjetivos de luz y oscuridad (p>0.05); en los
ejemplares pigmentados los valores promedio fueron de 51.36 y 53.34 para el dia 'y
la noche subjetiva, mientras que en los albinos fueron de 51.54 y 52.20,

respectivamente.

Al igual que en el cerebro, la razon GSH/GSSG en el ojo de los ajolotes no se

registraron diferencias significativas entre el periodo diurno y el nocturno (p>0.05)



tanto en los ejemplares pigmentados como en los albinos, si bien se registré una
mayor variacion en los resultados obtenidos (Tabla 5). En los organismos
pigmentados en LO, los valores promedio fueron de 20.93 y 19.94 para el periodo
diurno y nocturno, mientras que en los albinos fueron de 13.86 y 15.02,
respectivamente. De igual manera en OO, la razon GSH/GSSG fue similar en los
organismos pigmentados y albinos en los periodos subjetivos de luz y oscuridad
(p>0.05), en los ejemplares pigmentados los valores promedio fueron de 29.94 y
15.94 para el dia y la noche subjetiva, mientras que en los albinos fueron de 12.28

y 38.95, respectivamente.



Tabla 4. Concentracion (umoles/g PH) de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) en el cerebro de

A.mexicanum en los fenotipos pigmentado y albino, determinados cada 4 h en un ciclo de 24 h, asi como la raz6n
GSH/GSSG calculada. Se sefialan valores promedio + EE. Nn= 35 An=23

. » . Tiempo GSH (umoles/g PH) GSSG (umoles/g PH) GSH/GSSG
lluminacién | Etiqueta
(h) Pigmentado Albino Pigmentado Albino Pigmentado Albino
1 12:30 1082.58 + 38.9 1438.98 + 32.5 17.27 £ 1.53 29.87 £9.45 54.10+£9.79 57.06 £ 11.02
2 16:30 1426.95 £ 86.53 | 1591.45 + 222.7 29.8+£6.2 27.187 £3.88 | 54.82+8.35 64.26 £ 15.57
3 20:30 1256.53 £ 23.93 1207.98 £ 24 20.82+21 21.079+34 62.17 £ 4.60 59.63 £ 7.45
4 00:30 1279.37 £ 72.05 1219.62 + 89 254+ 257 1440+ 1.7 50.44 £ 5.63 85.64 + 3.544
-O 5 04:30 1337.25+48.4 |1364.01 + 268.37 145+15 13.56 + 3.38 95.63 +£9.03 108.93 + 15.37
6 08:30 1251.01 £124.7 | 1206.58 + 41.96 20.92 £ 1.67 31.95+9.77 54.82 + 3.40 46.71 +10.48
7 12:30 1082.58 + 38.9 1438.98 + 32.5 17.27 £ 1.53 25.05+x14 64.95+ 7.15 43.38 + 9.50
Media + EE 1287.38 £ 24.92 | 1258.03 + 46.91 22.73+1.76 21.95+1.92 62.43 £ 2.02 66.52 + 3.59
1 12:30 1106.19 £ 52.05 1295.83 £ 64 24.51 + 6.46 23.93+4.94 58.93 + 13.6 50.02 £ 8.74
2 16:30 1092.10 £ 64.72 | 1040.21 £ 62.04 1772+ 1.9 18.5+4.64 63.45 £ 5.04 61.08 £ 7.53
3 20:30 965.13 + 24.99 923.01 £ 55.9 13.94 £ 1.34 14.8 £ 2.23 72.52 £9.03 67.75 + 11.66
4 00:30 784.25 + 37.34 690.97 + 167.53 15.01+1.34 19.63 £ 6.35 50.11 + 4.80 37.12 £ 4.82
o0 5 04:30 1012.06 + 188.4 1377.35+ 79.8 23.76 £ 3.94 27.03+2.38 37.39+4.24 51.73+£4.20
6 08:30 1152.78 + 100.64 | 1232.22 +78.28 | 29.04+3.34 |33.75+11.61 | 35.11 +10.05 43.12 £+ 7.44
7 12:30 1106.19 + 52.05 1295.83 + 64 20.37+345 | 27.16+5.16 | 52.13+10.05 50.85 + 6.64
Media + EE 1072.23 £43.55 | 1118.19 + 45.39 29.12+1.58 23.14+2.28 5281+ 2.97 51.67+2.1




Tabla 5. Concentracion (umoles/g PH) de glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG) en los ojos de A. mexicanum
en los fenotipos pigmentado y albino, determinados cada 4 h en un ciclo de 24 h asi como la razén GSH/GSSG calculada.
Se incluyen valores promedio + E.E. Nn= 35 An=23

GSH (umoles/g PH) GSSG (umoles/g PH) Razén GSH/GSSG
lluminacién | Etiqueta | Tiempo Fenotipo Fenotipo Fenotipo
Pigmentado Albino Pigmentado Albino Pigmentado Albino
1 12:30 250.21 +£14.63 395.19 £ 11.56 15.12+2.70 2491 +5.74 19.41 £ 6.33 17.17 £ 2.20
2 16:30 290.18 £ 18.14 480.12 + 78.25 13.65 £ 0.47 28.09+5.0 2456 £ 2.44 19.15+ 461
3 20:30 280.79 £ 4.50 377.40 + 16.13 28 £5.10 30.41+6.81 | 12.20+3.290 15.92 + 4.88
4 00:30 309.50 +17.43 505.89 £ 87.76 16.06 £ 4.64 45,94 + 9.47 29.57+£9.61 12.08 £ 2.77
Ho 5 04:30 377.11 +39.18 | 415.92 +129.15 18.22+5.0 78.27 £57.20 | 18.04 +£2.27 17.06 £ 6.23
6 08:30 407.76 £ 20.14 450.11 + 80.55 32.31+6.77 |147.12+435| 14.91 +5.28 527+221
7 12:30 273.86 £ 9.59 373.97 £ 20.10 10.89 £ 1.87 2491 +5.74 27.20 £ 8.07 17.17 £ 2.20
Media + EE 312.77 £ 21.89 428.38 + 19.50 19.18+£299 |(54.24+17.07 | 20.85%x241 14.83 £ 1.38
1 12:30 322.91 + 6.96 569.6 + 117.10 9.75 £ 1.40 28.12 + 2.65 32.32 +5.91 20.42 £ 3.20
2 16:30 380.67 + 22.16 484.41 + 57.80 11.78 £2.73 | 45.70 £ 18.46 | 50.02 + 22.897 14.99 £5.13
3 20:30 261.63 +16.30 | 680.63 + 133.10 1782+ 197 |(83.45+46.41 | 18.16+2.74 89.33 + 54.39
4 00:30 426.64 + 135.27 | 592.92 + 272.30 | 46.99+18.74 | 35.68+10.84 | 16.09+6.44 17.30 £ 4.07
o0 5 04:30 259.49 + 39.97 | 428.06 + 142.50 25.77 £0.83 4551 +5.0 13.57 £ 2.84 10.23 £ 3.11
6 08:30 202.5 + 82.31 364.52 + 83.94 30.05+5.92 |78.08+12.80| 7.10+1.94 5.79 + 2.20
7 12:30 322.91 + 6.96 569.6 + 117.10 9.75+ 1.40 28.12 + 2.65 33.095.91 11.73 + 4.96
Media + EE 310.96 + 29.02 527.11 + 40.70 21.71+£5.18 49.24 + 8.60 24.23+£6.14 24.25 +16.19




8. DISCUSION

8.1. Ritmicidad circadiana del balance redox en cerebro

Los resultados obtenidos en el presente estudio, demuestran la ritmicidad
circadiana del glutation (GSH y GSSG) en el cerebro de A. mexicanum en los dos
fenotipos estudiados, pigmentado y albino, se corrobora con los parametros de
ritmicidad evaluados por el modelo COSINOR tanto en LO como en OO. Esta
ritmicidad sugiere la presencia de un control endogeno del ritmo, dado que al
mantenerse en curso libre durante 96 h en OO se mantiene la expresion circadiana
del GSH y GSSG en ambos fenotipos. El comportamiento circadiano del glutatién
en el cerebro ha sido descrito ampliamente en ratas (Navigatore-Fonzo et al., 2014;
Baydas et al., 2002; Diaz-Mufioz 1985) y en otros grupos no mamiferos, como en la
mosca de la fruta Drosophyla melanogaster (Beaver et al., 2012), en el pollo ( Pablos
et al 1998) y en el cangrejo Procambarus clarkii (Fanjul-Moles et al. 2003). En
anfibios se corroboré con la evaluacién de los genes de las enzimas antioxidantes
(SOD1, SOD2,CAT y GPx ) en la rana Quasipaa spinosa (Xie et al. 2022).

En Ambystoma mexicanum, el periodo del GSH y el GSSG de ambas condiciones
de iluminacion, LO y OO, es similar en los dos fenotipos, donde el GSH fue bimodal
en LO y unimodal en OO, mientras que el GSSG se mantuvo unimodal en ambas
condiciones de iluminacion. Bajo el régimen de LO, la acrofase del GSH demuestra
una sincronia con el fotoperiodo, ya que ocurre previo al encendido y apagado de
la iluminacién, aunque, el fenotipo albino presenté un adelanto de fase de 2.30 h en
LO y cercano a las 3 horas en OO.

El adelanto de fase de los ajolotes albinos podria estar relacionado con su conducta,
es decir, que estén siguiendo estrategias diferentes a la de los ajolotes pigmentados
para, por ejemplo, evadir depredadores; dichas diferencias podrian estar
relacionadas con la expresion del ritmo del glutatién, pues su expresion circadiana
se relaciona con la actividad neuronal del tejido, el cual esta relacionado a su vez

con el estado metabalico global del organismo (estado redox; Milev y Reddy, 2015;



Guillette y Wang, 2014), asi como con su actividad locomotora y de alimentacion
(Hardeland et al., 2003). Es posible sugerir que el comportamiento circadiano del
glutatién en el cerebro de los ajolotes de fenotipo pigmentado y albino se relacione
en parte con los ciclos diurnos de su actividad locomotora, de alimentacion y de
consumo de oxigeno, que si bien en este estudio no se evaluaron, en otros estudios
si (Valdez-Caro, 2019; Prieto-Sagredo, 2023, comunicacion personal), los cuales se
podrian relacionar con lo obtenido en este estudio, ya que el cambio en la actividad
de los organismos, influye en la demanda metabdlica y por ende la actividad

neuronal del cerebro (Zhang et al., 2019)

El periodo del GSH y GSSG mencionado anteriormente en cerebro de ambos
fenotipos durante la condicion de O:O, confirmé la ritmicidad circadiana del sistema
del glutatién, ya que su duracion fue de 24 horas aun después de 96 hr de
mantenerlos en la condicién de oscuridad continua. EI GSH, en comparacion con lo
observado en LO, presenta niveles mas bajos, este comportamiento coincide con lo
encontrado en Procambarus clarkii por Fanjul et al., 2008; de igual forma, se reporta
esta misma tendencia en O:O en la actividad locomotora de juveniles de A.
mexicanum pigmentados y aun cuando en el estudio de Valdez-Caro (2019) no se
evalué la ritmicidad del sistema glutation, se sabe qué la actividad locomotora esta

relacionada con la actividad metabdlica global (Valdez-Caro 2019).

Hay que tener presente que el alimento también es un Zeitgeber para la actividad
ritmica del organismo, por lo que el uso de un horario restringido de alimentacién
para los ajolotes utilizados en este estudio mantuvo una constante en la
sincronizacion de su actividad metabdlica relacionado al estimulo en la actividad
locomotora de los ajolotes para la busqueda del alimento proporcionado, lo cual es
parte de lo observado por Valdez-Caro (2019), sin embargo de acuerdo con Rudic
y colaboradores (2004), las dietas asincronicas pueden modificar la homeostasis de
la glucosa en ratones mediante la desvinculacién del oscilador central (NSQ) con
los relojes periféricos (en este caso el higado como generador de glucosa), debido

a que se puede alterar el ritmo de los genes que controlan los ciclos metabdlicos



afectando los niveles de glucosa y acidos grasos, alterando asi el estado energético
celular por cambios en las proporciones AMP/ATP (Damiola et al., 2000) y dado que
el cerebro, por su funcion, requiere un aporte constante de glucosa para su actividad
energética (Lehninger et al., 2007), una alimentacion asincronica puede modificar
la aportacion de glucosa y por ende la respuesta metabdlica del mismo, alterando
el balance redox y por ende el ciclo del glutation, ocurriendo que no se diese de

manera circadiana o no se viese de manera clara un ciclo como tal.

Si bien el periodo del GSH y GSSG tuvo la misma duracién en ambos fenotipos en
0O, los pardmetros del ritmo en esta condicion son relativamente diferentes. La
amplitud del GSH y GSSG de los ajolotes albinos es 28 y 13% mayor
(respectivamente) que en los pigmentados, de igual modo, la acrofase del GSH de
los albinos presenta un adelanto con respecto a los pigmentados, de manera similar
al fotoperiodo de LO; sin embargo, la acrofase del GSSG ocurre casi en el mismo
horario, ademés de que los ajoltes pigmentados tuvieron un aumento significativo
de su amplitud en OO. Este comportamiento coincide con la tendencia encontrada
por Fanjul et al., 2008 en P. clarkii, donde la amplitud de GSSG en OO tiene un
aumento de alrededor de 3 veces con respecto a la condicion de LO. Es claro que
el cambio de fase en los fenotipos de los ajolotes demuestra la naturaleza circadiana
del sistema glutatién y al parecer este cambio en las fases esta relacionado a la

actividad normal de los ajolotes.

De esta forma, no se encontraron diferencias en la concentracién y el periodo del
sistema glutation entre ambos fenotipos, pero si en los otros parametros del ritmo,
ademas de la duracion de todo el ciclo de glutation, es decir, el tiempo en que el
glutation reducido se oxida y vuelve a reducirse de nuevo, en la condicion de luz-
oscuridad es mas rapido el ciclo del glutation en los ajolotes albinos (de 11 horas),
mientras que en los pigmentados es de 15 horas. En OO, la duracion de los ciclos
de ambos fenotipos es mas larga que lo observado en LO; en los albinos la duracién
fue mayor (de 22 horas) que en los pigmentados (de 18 horas). Aunque no hay

estudios de los efectos de la luz en el sistema antioxidante de anfibios albinos, los
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resultados obtenidos concuerdan parecido con lo encontrado por Possidente (1982)
en ratones, donde el periodo de actividad locomotora de ratones albinos es mas
corto que en ratones pigmentados.

Podemos decir entonces con mayor seguridad que el ritmo unimodal del GSSG y
bimodal del GSH observando en el cerebro de A. mexicanum del fenotipo
pigmentado y albino puediera estar relacionada,—con su actividad locomotora y
busqueda de alimento, pero con diferentes estrategias cada uno, donde los ajolotes
pigmentados estan mas activos en la tarde-noche, mientras que los albinos son mas

diurnos (mafiana-tarde).

La condicion redox en el cerebro de los ajolotes pigmentados y albinos es adecuada
dado el comportamiento desplegado de la relacion GSH/GSSG, donde se espera
que la forma reducida del glutation ocupe del 90 al 99% del glutation total presente
en el tejido (Circu y Aw,.2010) y la razén observada cae dentro de este intervalo

manteniendose constante.

8.2. Ritmicidad circadiana del balance redox en ojos

Los resultados de este estudio confirman que también se presenta el control
temporal del glutation reducido (GSH) y oxidado (GSSG) en los ojos del ajolote A.
mexicanum, tanto en los organismos pigmentados como en los albinos y en los dos
fotoperiodos evaluados, pues se expresan ritmos circadianos significativos,

corroborado con los modelos obtenidos por el andlisis de COSINOR.

Al ser los ojos un area de entrada de informacioén fética al sistema nervioso central,
ellos proporcionan la sefializacion necesaria en forma de imagenes o censando la
luz ambiental para la organizacion temporal del sistema nervioso central, proceso
gue ha sido estudiado en diferentes grupos de vertebrados a nivel morfologico,
electrofisiolégico, bioquimico, genético y metabdlico (Xie et al., 2022; Fanjul- Moles
2008; Chiba et al., 2005; Green y Besharse, 2004; Underwood 2001; Anderson et
al.,2000; Cahill y Besharse, 1995). Hasta donde se ha revisado en literatura, este



es el primer estudio en el que se reporta la ritmicidad circadiana a nivel bioquimico

del sistema glutation en los ojos de los ajolotes A. mexicanum.

En anfibios se ha descrito un sistema multi oscilatorio compuesto por la glandula
pineal, NSQ del hipotalamo, los ojos y los fotorreceptores extrarretinales (Yoshikawa
y Oishi,1998). Dependiendo de la especie, cada 6rgano que compone este sistema
tiene diferente jerarquia en cuanto al control y mantenimiento de la ritmicidad del
organismo (Konishi et al., 1985; Underwood et al., 1984; Underwood 1994). Esto se
ha corraborado en Cynops pyrrhogaster (salamandra vientre de fuego) en el que la
pinealectomia anulé el ritmo de la actividad locomotora mientras que una
enucleacion ocular tuvo poco efecto en el periodo en libre corrimiento (Chiba et al.,
1993), en este organismo, por ejemplo, la pineal tiene mas influencia en el ritmo de

actividad locomotora que lo que tienen los ojos.

La salida de los ritmos de ambas formas del glutation es distinta entre los fenotipos
pigmentado y albino. Por un lado, la amplitud del GSH de los albinos es
significativamente menor (4 veces) en comparacion con el de los ajolotes
pigmentados, es decir, los niveles de GSH se mantienen oscilando en valores
relativamente diferentes con el fin de contrarrestar la diferente cantidad de ROS que
se producen entre los fenotipos con el encendido de la luz, lo cual se supone mayor
en el fenotipo albino. En los ajolotes pigmentados, el GSH y GSSG en LO presento
un ritmo unimodal y bimodal respectivamente, mientras que para los ajolotes albinos
se presentd una inversion de fase, donde la ritmicidad del GSH y el GSSG fue

bimodal y unimodal respectivamente.

El comportamiento de GSH se relaciona con los valores de GSSG cuyo incremento
podria relacionarse de manera normal con el encendido de la luz por la actividad
mitocondrial de los conos (Chang et al., 2018; Matthews et al., 1990). Es notorio que
en los ajolotes albinos la magnitud de la amplitud del GSSG fue casi 5 veces mayor
gue en los ajolotes pigmentados, lo cual puede deberse a la falta de melanina en

los ojos de los albinos ya que su funcion es la captura de los fotones que no son



capturados por los fotorreceptores para evitar un foto-dafio oxidativo en la retina
(Boulton et al., 2001; Sarna 1992).

Los resultados obtenidos sugieren que la actividad del ojo en ambos fenotipos esta
sincronizada con la luz, ya que el incremento de la actividad del GSH como del
GSSG que se presentan previo al encendido y apagado de la luz, denotando que
los ritmos del ojo modulan la sensibilidad visual y la adaptacion a la luz para
contrarrestar un posible fotodafio oxidativo por cambios en la intensidad luminica,
tal como ha sido descrito para otros vertebrados (Underwood 2001; Organisciak,
1994).

De esta forma, en los ajolotes albinos, la luz pudiera estar sobre-estimulando
algunos procesos en la retina como lo es la muda del disco de los conos y bastones
y por ende la fagocitosis en el epitelio retinal pigmentado que ocurre previo al
encendido de luz (LaVail, 1980) y con ello, el requerimiento metabdlico para este
proceso estaria afectando la magnitud del estrés oxidativo entre los fenotipos,

siendo mayor en los albinos.

Los resultados de la ritmicidad del GSH y GSSG en los ojos de los organismos
colocados en libre curso (OO) denotan el componente enddgeno del ritmo
circadiano, tanto en los organismos pigmentados como en los albinos al expresar
un comportamiento circadiano (24 h). Se ha reportado que algunos procesos
llevados a cabo en el ojo como la sintesis de melatonina-dopamina, la presion
intraocular y la actividad fagocitica en las diferentes estructuras oculares exhiben
ritmicidad circadiana de 24 h (Tsuchiya et al., 2017; Lozano et al., 2015; Cabhill y
Besarse 1991; LaVail 1980). En A. mexicanum es posible que la expresion bimodal
(ultradiana) obedezca a variables que puedan estar enmascarando o modulando los
resultados, dado que se analizaron los ojos completos y la sefial principal del ritmo
se expresa de forma coherente en los conos y bastones de la retina; de tal manera

gue los resultados obtenidos reflejarian la sumatoria de los niveles del glutatiéon que



se presenta en cada estructura del ojo, como lo es el cristalino y el humor vitreo
(Mackic et al., 1996; Reddy 1990).

Por otro lado, el GSH y el GSSG de los ajolotes pigmentados en libre curso, también
exhibieron un cambio de fase, a bimodal y unimodal respectivamente. Este cambio
de expresién del ritmo con el cambio de fotoperiodo coincide con lo encontrado en
el ritmo del sistema glutation de la retina de P. clarkii en el que se expresaron ritmos

bimodales y unimodales (Fanjun-Moles et al., 2008).

La falta de melanina en los ojos de ratas y ratones albinos ha demostrado tener
efectos a nivel de sensibilidad y funciones visuales, pues en estos organismos
ocasiona una baja agudeza visual y un umbral visual elevado en comparacion con
las ratas pigmentadas (Balkema, 1988; Balkema y Drager, 1991; Balkema et
al.,2001), asi como una disminuida sensibilidad al contraste (Birch y Jacobs, 1979)
y respuestas pupilares bajas y lentas a la luz (Green et al.,1994). En los ajolotes
albinos es posible que manifiesten una mayor sensibilidad a la luz que los
pigmentados, pues en OO se incremento la amplitud del GSH en mayor medida que
en LO.

Aunque la intensidad de la luz a la que se expusieron a los ajolotes (ambos
fenotipos) es la misma, en los albinos, por la menor cantidad de melanina, la
cantidad de luz necesaria para estimular los ojos es menor que en los pigmentados,
lo cual también se ve reflejado en la amplitud del GSSG entre ambos fenotipos;
siendo entonces que la intensidad de la luz a la que los animales son expuestos y
la sensibilidad a la luz, determiné posteriormente la longitud del ritmo en condiciones
de libre curso como es explicado por Aschoff (1960), esto puede explicar la
diferencia de amplitudes del sistema glutation en los ajolotes.

De igual forma, se encontré que en codornices albinas hay una menor concentracion
de melatonina en plasma y retina (Lauber et al., 1989), dicha situacion podria estar

ocurriendo también en los ajolotes albinos dado que la expresion del ritmo del



sistema de glutation fue diferente entre los fenotipos albino y pigmentado. La
melatonina induce cambios fisiolégicos en la retina que tienen que ver con la
adaptacién a la oscuridad (i.e elongacion de los conos, la muda de disco de los
bastones, sensibilidad visual, etc.) (Pierce et al., 1985; Barnard et al., 2006;
Cameron et al., 2008; Storch et al., 2007), entonces una posible ausencia o baja
produccién de melatonina en los ojos de ajolotes albinos podria estar influyendo en
la actividad de la retina y, con ello, los requerimientos metabdlicos necesarios para
los cambids fisiologicos de la retina para su adaptacion y por ende, la respuesta del
sistema glutation pueda estar determinado por los niveles de melatonina y resultar

en una diferente expresion-del ritmo entre los fenotipos.

Dada la variabilidad individual que presentaron los ajolotes de cada fenotipo durante
el presente estudio, determin6 que no se observaran diferencias significativas entre
los los niveles promedio de glutation a lo largo del ciclo de 24 h de entre los
fenotipos, por lo que las diferencias la determind la salida del ritmo como un
mecanismo de respuesta adaptada a los ROS generados normalmente en cada
fenotipo. Sucede algo parecido a la adaptacion de la respuesta de mecanismos de
proteccion celular en otros organismos acuaticos, como es en el caso del cangrejo
de barro N. granulata en los cuales, los efectos por la exposicion a la luz UV y la
consecuente formacién de radicales peroxilo y el nivel de actividad de la catalasa
no difirio con respecto al grupo control (Vargas et al., 2010), lo cual habla de la
robustez del sistema para evitar la generacion de un dafio; en el caso de la rana
bermeja R. temporaria expuestas a luz intensa, se observé que puede aumentar el
estrés oxidativo en el ojo pero, se mantiene una regulacion compensatoria positiva
de la actividad de las enzimas antioxidantes en los ojos (Yusifov 2000). Esta
compensacion de la actividad del sistema glutatién en el ojo de los ajolotes se puede
observar con el indicador de estrés oxidante, la relacion GSH/GSSG, el cual al
mantenerse sin cambio significativo a lo largo del ciclo de 24h, en las dos
condiciones de luz y los dos fenotipos, no evidencio del posible estrés en los ojos
de los ajolotes albinos, por lo que no fue un indicador adecuado para este estudio.
Por otro lado, es posible suponer que en A. mexicanum el SNC es suficientemente

robusto para el mantenimiento general de los ritmos circadianos periféricos y sean



los ojos los que probablemente aporten menos al control del sistema circadiano,
como se ha observado en otros organismos (Yusifov 2000; Fanjun-Moles et al.,
2008; Vargas et al.,, 2010). Esta condicibn también puede asociarse con
adaptaciones particulares del ajolote a su habitat y a la recepcion de estimulos; en
este sentido, cabe precisar que la vision de A. mexicanum en su habitat es pobre
dada su actividad crepuscular-nocturna (Robles-Mendoza 2011), debido a que la
bldsqueda del alimento responde mas a un comportamiento de “espera y ataca” (sit
and wait; Wells 2007), donde la percepcion de sus presas es por vibracion mas que
por estimulos quimicos o visuales (Alcaraz et al., 2015; Werner y Anholt,
1993;Skelly, 1994).

Pese a que se ha reportado que en mamiferos la falta de melanina se relaciona con
modificaciones en la expresion conductual, de funciones visuales y circadianas, en
A. mexicanum, esta condicion no demostro presentar un efecto o alteracion clara de
estrés oxidante en los tejido estudiados; aunque por las diferencias observadas a
nivel conductual, encontramos una relacion con los parametros del ritmo, ademas

de que la respuesta del sistema de glutation se mantuvo muy bien conservada.

Teniendo en cuenta la robustez de la maquinaria antioxidante que se encuentran en
los tejidos relacionados con el control circadiano del organismo,los resultados
obtenidos en este estudio en los ojos y en el cerebro, brindan la capacidad a los
organismos de adaptarse ante cambios fisiol6gicos-morfologicos para el
mantenimiento de sus ritmos sin que tengan una importante alteracién de los
mismos que pueda comprometer la sobrevivencia del organismo desde el punto de

vista funcional.

Desde el punto de vista ecologico, la fragmentacion del habitat de A. mexicanum,
Xochimilco, ha ocasionado una serie de alteraciones y problematicas a la especie
como lo es una reduccion severa de su tamafio poblacional (Zambrano, 2004), con
una consecuente reduccion de su heterogeneidad silvestre, que lo lleva ademas a
una endogamia poblacional lo cual incide en el nacimiento de generaciones de

ajolotes albinos por la mayor probabilidad de expresién de los genes recesivos del



albinismo (Summers, 2009; Humphrey,1967), entre otros genes que pueden resultar
contraproducentes a la especie. Estas alteraciones del habitat, ademas de la
problematica de contaminantes presentes, hay alteraciones en la transparencia del
agua (incremento de su turbidez por particulas suspendidas) (Mathis y Vincent,
2000; Gayosso-Morales et al., 2017), mayor cobertura de areas de bloqueo solar
(por el lirio acuéatico; Carrion et al., 2012) lo cual genera condiciones de penumbra,
repercutiendo en la actividad circadiana del ajolote; vemos como cambia el ritmo
circadiano en ojos y cerebro cuando se colocan en condiciones de oscuridad
continua en pocos dias; dicha alteracion de la actividad de los organismos,
controlado por su actividad circadiana, puede también repercutir en su
sobrevivencia, tanto pigmentados como albinos (mas en estos ultimos), por ejemplo
en ser presas mas faciles de depredadores exéticos como lo son la tilapia y la carpa.
En cuanto al efecto del albinismo en la conducta de cortejo y la reproduccién, hasta
el momento no se encontrd algun estudio sin embargo es posible suponer que no lo
tenga dado que A. mexicanum depende principalmente de sefiales
quimiosensoriales tanto para la reproduccién como para la caza (Park et al. 2004;
Alcaraz et al., 2015) por lo que no notarian el fenotipo de su congénere.

9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se confirma la presencia de ritmicidad circadiana del sistema
glutatiéon en el cerebro y ojos del ajolote Ambystoma mexicanum en el fenotipo

pigmentado y albino.

En el cerebro, los periodos de ambos fenotipos son similares en GSH y GSSG,
aungue en albinos presenta fase adelantada al encendido de la luz y periodo mas
corto, lo cual puede estar relacionada a su actividad y demanda energética

neuronal.



La ritmicidad circadiana del cerebro en ambos fenotipos solo difieren en su amplitud,

siendo mayor en albinos.

La falta de melanina de los albinos no influye en el comportamiento y actividad

oxidativa en el cerebro.

La condicién redox en el cerebro de ambos fenotipos es similar y adecuada a un

estatus normal.

La expresion circadiana del glutation en los ojos de ambos fenotipos esti

relacionada y sincronizada a la luz ambiental que recibe.

En el ojo de los ajolotes albinos, esta ritmicidad posee componentes ultradianos y

mayor amplitud dada su sensibilidad visual.

La amplitud del GSH es menor y mayor en el GSSG en los ajolotes albinos a
comparacion de los ajolotes pigmentados para contrarrestar los ROS producidos
por la luz incidente y actividad mitocondrial de manera més rapida por la falta de
melanina ocular, principalmente al encendido de la luz, con ello pueden mantener

un estrés oxidativo bajo en el ojo.
La condicion redox en los ojos de ambos fenotipos de manera general, es similar y

adecuada a un estatus normal dadas las estrategias que se observaron en los

componentes del ritmo en ambos fenotipos.
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