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RESUMEN

Se ha descrito un ritmo circadiano en 1la amplitud de  la
rVespuest:a a la luz del fotorreceptor visual del acocil
(electrorretinograma, ERG). Las propiedades del ritmo han sido
estudiadas y se sabe que al extirpar las glandulas sinusales del
animal el ritmo desaparece. Ademdas, al inyectar un extracto de tallos
oculares de acocil, a un animal intacto, se producen desfasamientos
en el ritmo circadiano de amplitud del ERG cuya magnitud depende del
momento en que tales inyecciones se aplicaron. Con el fin de conocer
la participacién de las glandulas sinusales en la sincronizacién por
luz del ritmo circadiano de amplitud’ del ERG, se desarrollaron
experimentos en los que a animales intactos y a animales desprovistos
de ambas gléndulas sinusales, se aplicé un fotoperiodo LO 12:12 (el
cual era invertido a OL 12:12 después de tres dias) a un ojo. En los
animales intactos, el ritmo circadiano del ojo estimulado se
sincronizaba tanto con el fotoperiodo 1O como con el OL, el ojo
contralateral también se sincronizaba después de wuna pequefia
latencia. Los animales desprovistos de glandulas no mostraron ritmo
alguno y aunque el ojo estimulado con los fotoperiodos (LO 12:12 tres
dias y OL 12:12 otros tres dias) presentdé cambios en la amplitud que
correspondian al encendido y apagado de la luz, el ojo contralateral
no sufridé ningdin cambio ni manifestdé ningin ritmo circadiano. El1
segundo protocolo consistié en aplicar fotoperiodoé-invertidos 180 a
cada ojo con el objeto de poner en evidencia si existe o no alguna
‘E?ﬁuia eit los osciladores presentes en el tallo ocular y de qué
manera la glandula sinusal podia influir en las interacciones entre
ambos ojos. En los animales intactos se observé que las interacclones
eran muy semejantes entre ambos ojos y que podian distorsionar la
forma del ritmo pero éste aln podia sincronizarse al fotoperiodo
aplicado. En los animales desprovistos de glandulas no se detectd
interaccion alguna entre ambos ojos. De los experimentos realizados
se puede decir que ambos ojos estan sincronizados entre si y de hecho
los cambios peridédicos que son captados por un ojo son suficientes
para sincronizar el ritmo del ERG del ojo que no recibe 1luz. La
glandula sinusal parece estar involucrada en la expresiéon y
sincronizacién por 1luz del ritmo circadiano de amplitud del ERG asi
como en la sincronizacién interna entre ambos ojos. Ademas, ambos
ojos influyen entre si de manera equivalente y de nueve la gléandula
sinusal parece ser necesaria para la manifestacién de dichas

interacciones.



"Time is really the fourth dimension of
living organisms. it enters as a part
into the constitution of a tissue.”

A. Carrel, 1931

"Hitomaro ya no existe, pero la poesia
continta viviente. Es bueno que el tiempo
tenga sus etapas, que las cosas pasen y
que la alegria y la tristeza se entre-
crucen. Cuando existe el ritmo, jcémo
podria desaparecer la poesia?"

Ki No Tsurayuqui, s. IX D.C.

INTRODUCCION

1. CARACTERISTICAS GENERALES Y ORGANIZACION DE LOS SISTEMAS
CIRCADIANOS.

A. Caracteristicas generales.

Desde tiempos remotos al hombre le ha intrigado la naturaleza ritmica de
los organismos vives, 1o que le generd la inquietud de conocer los principios
del funcionamiento en los que se basan las conductas ritmicas de los sistemas
(Aschoff, 1960, 198la; Moore-Ede y cols., 1982).

En el estudio de estos principios fundamentales se ha reconocido que el
constante paso del dia y de la noche a través del tiempo ha dejado su huella
en los procesos fisiolégicos y en el comportamiento de los seres vivos a los
que somete, dia tras dia, a un ritmo altamente predecible de 24 horas
(Aschoff, 1981b; Moore-Ede, y cols., 1982).

Sin embargo, la manifestacién de la conducta ritmica en los seres vivos
no es un fendémeno pasivo, en el sentido de que sélo siga cambios impuestos por
fenémenos periédicos externos, ya que cuando un individuo es aislado de toda
sefial periddica externa por ejemplo en una caja cerrada en la que la luz, la
temperatura, etc. son constantes, sigue manifestando sus actividades de manera
ciclica con periodos semejantes pero no iguales a 24 horas. A esta
manifestacién dc patrones 2 de actividad en condiciones ambientales
constantes se le conoce como oscilacién libre.

A los sistemas fisiolégicos responsables de que las funciones se
organicen de acuerdo con un patrén de actividad temporal diaria se les conoce
como sistemas circadianos. El término circadiano (Halberg, 1959) proviene de
las raices latinas circa que significa alrededor y diem que significa dfa; se
aplica a las oscilaciones generadas en forma enddgena por los seres vivos que
tienen un periodo de aproximadamente 24 horas.

Los ritmos circadianos se presentan en todos los niveles de organizaciéon
de los seres vivos y en todo tipo de funciones, lo que les da el cardcter de
ubicuos; son autosostenidos, innatos y heredables; compensan los cambios de
temperatura, es decir poseen mecanismos propios que contrarrestan los cambios
metabdlicos que resultan de los cambios de la temperatura externa lo que les
permite mantener relativamente estable la velocidad de la oscilacién endbgena.
De hecho, un organismo que no fuera capaz de compensar los cambios de
temperatura mostrarfa cambios en la velocidad de sus oscilaciones que se
traducirian en errores notables en la medicion del tiempo (Pittendrigh, 1954,
1960; Aschoff, 1960, 198l1b; Moore-Ede, y cols.,1982, De Coursey, 1983;
Edmunds, 1988); otra de las caracteristicas esenciales de los sistemas
circadianos es su susceptibilidad para ser sincronizados con sefiales
periddicas externas (principalmente de luz y de temperatura) que se denominan




con la palabra alemana "Zeitgeber" (Aschoff, 1951, 1960). La importancia de
esta caracterfstica es que de ella depende que el organismo ajuste sus
funciones (las sincronice) a las sefiales periédicas externas con las
consiguientes ventajas adaptativas que esto representa.

En 1960, Aschoff planted otra de las caracteristicas relevantes de los
relojes circadianos, en relaciéon con la dependencia que tienen con respecto a
la intensidad de la luz. A la fecha se le conoce como la "Regla de Aschoff” y
en ella se establece que los "tres parametros esenciales de las oscilaciones
circadianas que son la frecuencia, la relacién entre el tiempo de actividad y
el tiempo de reposo (relaciéon a:p) y el nivel de actividad, dependen de la
intensidad luminosa que reciba el individuo de tal manera que al aumentar ésta
aumentan los tres parametros si el organismo es diurno y disminuyen si el
organismo es nocturno.

B. Organizacién del sistema circadiano.

El orden temporal de los seres vivos se hace evidente al observar sus
ritmos circadianos. Estos presentan diferencias entre ellos mismos en lo que
se refiere a la forma de la onda, la fase de maxima amplitud, la relacién
actividad reposo, etc., sin embargo, mantienen una relacién de fase especifica
entre s{ que puede ser comparada con la relacién de fase que presentan los
ritmos equivalentes de otras especies.

El gque haya un orden temporal interno comparable en distintas especies
pone de manifiesto la posibilidad de cierta equivalencia en la(s)
estructura(s) interna(s) del sistema circadiano de medicién de tiempo en
dichas especies (Szabo y cols., 1978; Moore-Ede, y cols., 1982).

Son muchas las preguntas que hay acerca de la organizacién de los
sistemas circadianos: En un organismo gexiste sdlo un reloj con capacidad de
producir todas las sefiales de tiempo o hay que pensar en la existencia de un
sistema de osciladores miltiples? Si hay osciladores miultiples, jestan
dispuestos de manera jerarquica? ;Como se acoplan entre si los osciladores que
generan un cierto ritmo y cémo se acoplan con las sefiales externas de tiempo?
A la primera pregunta hay que contestar que hay muchas pruebas que sugieren
que la organizaciéon circadiana se basa en miultiples osciladores (Aschoff,
1960, 1965a; Pittendrigh, 1960, 1974; Wever, 1975; Moore-Ede y cols., 1976,
1979). Sobre la posible organizacién jerdrquica sélo hay algunos datos Qque
cugieren, aungue no prueban, tal posibilidad (Moore-Ede y cols,, 1982), Por lo
que respecta a la forma de acoplamiento entre los osciladores no hay
informacién disponible; sélo en algunos modelos teéricos se han sugerido
posibles mecanismos que hacen factible que distintos grupos de osciladores
actien en forma sincronica (Pavlidis, 1973; Winfree, 1971; Lara-Aparicio y
cols., 1992).

C. Elementos estructurales de la organizacién circadiana.

En 1960, Pittendrigh propuso que los sistemas circadianos estan
compuestos de diferentes sistemas fisiolégicos oscilatorios; fenémenos como la
desincronizacién interna, la disociacién de distintos ritmos y algunos
estudios in vitro, han confirmado su idea. En forma resumida se presentan
algunas de las proposiciones en apoyo de la idea de Pittendrigh:

1. Los sistemas circadianos tienen 2 6 mdas osciladores cada uno con capacidad
de generar ritmos circadianos autosostenidos, e independientes aun en un
ambiente aperiédico.

2. Estos osciladores, potencialmente independientes, estan sincronizados.

3. Cada oscilador estd sincronizado, normalmente, a determinados cambios
ambientales periédicos, esto implica que debe haber transductores que
conviertan la sefial ambiental en una sefial biolégica capaz de sincronizar a
cada oscilador.




Con base en estas prc;posiciones en todo sistema circadiano existen los

siguientes elementos estructurales: un transductor, un marcapaso, un oscilador
secundario, un elemento pasivo, y elementos que relacionan a estas
estructuras.
a) Transductor: El transductor de unm sistema circadiano es el receptor que
detecta los cambios periddicos del ambiente y los transforma en sefiales con
algin significado para los elementos medidores de tiempo. Esto no significa
que todos los receptores de un organismo deban detectar las sefiales temporales
externas, y de hecho muchos no desempefian esta funcién.

Un ejemplo de transductores circadianos (Horne y Renninger,1988; Hanna y
cols., 1988) es el fotorreceptor extrarretiniano del telson de Limulus; ya
que representa la entrada de las sefiales temporales externas importantes para
los sistemas circadianos del animal.

b) Marcapaso: Una vez que las sefiales externas han sido detectadas, la
informacién incide sobre el marcapaso; cada sistema circadiano posee uno o maés
marcapasos constituidos por osciladores primarios, esto es, con capacidad de
medir el tiempo aun en ausencia de sefiales externas generando las sefiales de
tiempo internas necesarias para mantener sincronizados los sistemas como un
todo. Asi, el marcapaso cumple dos funciones: recibir dia tras dia, la
informacién de los cambios que ocurren en el exterior y proveer al organismo
de las sefiales diarias de tiempo (Aschoff, 198lb; Moore-Ede, y cols., 1982).
Se ha planteado que los marcapasos pueden ser entidades unicas en los
individuos, sin embargo desde hace muchos afios también se ha planteado la
posibilidad de que cada marcapaso surja de la interaccion de una red de
elementos, ninguno de los cuales seria capaz de medir intervalos de 24 horas
(Pittendrigh, 1981a). Habria que afiadir que tampoco se ha aclarado si el
periodo fundamental del propio marcapaso tiene 24 horas. Es probable que cada
marcapaso esté compuesto de osciladores de alta frecuencia que al interactuar
y retroalimentarse produzcan una salida de baja frecuencia (Pavlidis, 1973).

c) Osciladores secundarios: Los osciladores secundarios o periféricos reciben
las sefiales del marcapaso, aunque son capaces de ~producir oscilaciones
independientes. La sincronizacién con el marcapaso se lleva a cabo a través de
mediadores. Asi, los osciladores secundarios serdn los responsables de que los
ritmos de las diferentes variables fisiolégicas se manifiesten de manera
evidenle. Debe aclararse que no todos los tejidos en los que se registran
actividades periddicas son osciladores independientes; el hecho de encontrar
oscilaciones amortiguadas cuando dichos tejidos son aislados del organismo,
sélo dificulta su identificacién como posible oscilador independiente. Como
los elementos del sistema circadiano de medicién temporal estan normalmente
acoplados, cuando se afslan del sistema circadiano, pueden mostrar un periodo
en oscilacién libre (t) diferente al del marcapaso y con menor estabilidad que
éste (Moore- Ede, y cols., 1982).

d) Elementos pasivos: Los osciladores secundarios tienen a su cargo producir
ritmos circadianos en tejidos u otros subsistemas fisioldgicos que no
presentan por si mismos oscilaciones independientes; debido a ello a estos
subsistemas se les considera elementos pasivos. Los elementos pasivos pueden
convertirse en elementos arritmicos si el mediador que los relaciona con los
osciladores secundarios mantiene niveles constantes.

e) Mediadores: Los mediadores son los elementos que mantienen sincronizado a
todo el sistema circadiano de medicién de tiempo mediante la transmisién de
informacién temporal de un lugar del organismo a otro. Los osciladores
secundarios se acoplan al marcapaso por medio de los mediadores, y el



marcapaso, a su vez, se acopla con los transductores también por medio de
mediadores.

La forma en que los mediadores transmiten la informacién temporal parece
involucrar la  participacién  de los  sistemas nervioso, endocrino ¥y
neuroendocrino. Existen pruebas de la ritmicidad en estos sistemas por ejemplo
en la frecuencia de disparo de potenciales de accién en Aplysia (Jacklet,
1969), en la sensibilidad del sistema visual en el acocil (Aréchiga y cols.,
1973; Aréchiga y Mena, 1975), en la concentraciéon de ciertas neurchormonas del
acocil (Hernandez-Falcon y cols., 1987; Moreno-Saenz y cols., 1987). Los
mediadores se localizan en diferentes niveles del sistema circadiano y
conducen la informacién temporal de un subsistema a otro; sin embargo, la
respuesta de cada subsistema a las manipulaciones de un mediador es diferente;
por lo tanto, los mediadores pueden ser usados para diferenciar entre los
elementos pasivos, los marcapasos, y los osciladores secundarios.

f) Ritmo evidente: Los ritmos evidentes son las salidas periddicas del sistema
circadiano. Estas se pueden presentar en el comportamiento general del
organismo, en cambios en la cantidad de hormona circulante en la sangre, etc..

2. SINCRONIZACION DE LOS SISTEMAS CIRCADIANOS.

A. Generalidades.

Una de las funciones mas importantes de los sistemas circadianos en los
organismos es asegurar un ajuste temporal apropiado entre los procesos
metabdlicos, fisiolégicos y por ende etolégicos y los fenémenos ambientales
diarios (Pittendrigh, 198la; Moore-Ede, y cols., 1982; De Coursey, 1983;
Edmunds, 1988). El ajuste apropiado entre los ritmos circadianos y las
sefiales externas de tiempo determinan en buena medida la sobrevivencia de cada
especic en un mundo donde la actividad de la presa y del depredador es por si
misma, ciclica. Existe la hipétesis de que la capacidad para sobrevivir y
procrear descendencia se incrementa por medio de funciones programadas
espacial y temporalmente (De Coursey, 1983), aunque debe aclararse que esta
hipétesis tiene ciertas dificultades para ser probada (Enright, 1970, citado
por De Coursey, 1983).

En el presente trabajo el término sincronizacién se refiere a la accién
que ejerce una sefial periédica externa sobre el ritmo circadiano conslderado,
lo que significa que un ritmo circadiano sincronizado con un zeitgeber tiene
un periodo durante la sincronizacién (t*) igual al periodo del zeitgeber (T).
Debe hacerse notar que no todos los cambios ambientales pueden sincronizar a
los sistemas circadianos, sélo aquellos que tengan una periodicidad que incida
dentro de la gama de valores capaz de ser identificada por los organismos con
algin significado.

Los criterios para hablar de sincronizacién son los siguientes: a) Antes
de que se aplique la sefial externa el ritmo circadiano debe oscilar libremente
con un periodo independiente al del zeitgeber; durante la aplicacién de éste
el periodo circadiano se ajustard al periodo del =zeitgeber y al quitar la
sefial, reaparecera el periodo circadiano original.

b) Entre el ritmo circadiano y el ritmo ambiental externo debe establecerse
una relacién de fase (&) estable y reproducible.

c) Una vez que la sefial de tiempo es retirada, el ritmo oscilard libremente a
partir de la fase determinada por el ciclo ambiental, no por el ritmo previo a
la sincronizacién, esto puede llamarse control de fase (Pittendrigh, 1960,
1981a; Moore-Ede, y cols., 1982).

La importancia de estos criterios para identificar la accién de un
zeitgeber se hace evidente al considerar que otros ciclos ambientales no
sincronizan pero pueden alterar la forma de la onda del ritmo circadiano.



Fenémenos como el enmascaramiento, la coordinacién relativa, el limite de
sincronizacién y la sincronizacién parcial dependen de este tipo de ciclos
ambientales.

a) Enmascaramiento: Cuando la respuesta del sistema circadiano, cxpresada como
un ritmo evidente queda opacada de alguna manera por la accién del evento
ciclico ambiental impuesto, puede parecer que el ritmo circadiano se
sincroniza con dicho ritmo externo; sin embargo, si al regresar a la condicién
de oscilacién libre (en ausencia del estimulo externo) el ritmo mantiene la
fase predicha por la oscilacién libre antes de la sefial externa, entonces no
es posible establecer a dicha variable como un zeitgeber y el fendémeno
observado se denomina enmascaramiento (Aschoff, 198lb; Pittendrigh, 198la;
Moore-~-Ede, y cols., 1982).

b) Coordinacién relativa: En algunos casos el ciclo ambiental no es lo
suficientemente fuerte como para sincronizar un ritmo circadiano pero puede
mantener cierta influencia sobre la fase del ritmo. Esto se observa como la
interaccién entre dos osciladores débilmente acoplados, lo que puede ocasionar
que un oscilador se acelere en cierto momento de su ciclo y se desacelere en
otro. A este fendmeno se le denomina coordinacién relativa.(Aschoff, 198ib)

¢) Limites de sincronizacién: Todos los osciladores enddégenos muestran un
intervalo limitado de periodos con los cuales pueden sincronizarse: Una seciial
periddica externa de periodo muy corto o muy largo puede no sincronizar a un
ritmo circadiano. En estas ocasiones puede observarse un proceso de
coordinacién relativa en el que el periodo es diferente al de la oscilacién
libre pero no es igual al periodo del zeitgeber {(Aschoff, 198lb; Moore- Ede, y
cols., 1982).

d) Sincronizacién parcial: Tomando en cuenta la estructura multioscilatoria
del sistema circadiano, es posible que diferentes ritmos en el organismo
difieran en cuanto a su capacidad de ser sincronizados por un determinado
zeitgeber. En consecuencia hay una sincronizacién parcial del sistema, que
corresponde a una situacién donde, en presencia de un =zeitgeber, algunas
partes del sistema circadiano oscilan libremente mientras que otras permanecen
sincronizadas (Aschoff, 1978 citado por Aschoff, 1981b).

Son pocos los factores ambientales que se han probado y que en forma
inequivoca pueden actuar como zeitgeber de diferentes ritmos. Los ciclos luz
oscuridad (ciclos LO) se consideran el =zeitgeber mas importante para los
organismos en general; los termoperiodos ({oscilaciones de alta y baja
temperatura) también tienen importancia sobre todo en los organismos
ectotermos (Aschoff, 198lb). Otras sefiales que pueden actuar como zeitgeber
son los ciclos de alimentacién y algunas sefiales sociales (Moore-Ede, y cols.,
1982).

Con base en la amplitud de la oscilacién, en la calidad y la forma de la
onda del zeitgeber, se determina la fuerza del acoplamiento entre el ritmo y
este ultimo. El contraste entre la intensidad de la luz y la oscuridad en un
ciclo LO, la duracién de la fase de luz y de la fase de oscuridad, la
transicién entre la luz y la oscuridad (gradual, en pasos, o brusca) son
factores que influyen también en la fuerza del acoplamiento. La calidad del
estimulo como por ejemplo la longitud de onda de la luz empleada en el ciclo
LO, puede también hacer que el acoplamiento sea de mayor o menor fuerza
(Aschoff, 1981b, Pittendrigh, 1981a, 1981b).



B. Curvas de respuesta de fase.

Para que un =zeitgeber sincronice a un sistema circadiano, en cada ciclo
se debe modificar la fase del ritmo, es decir el tiempo necesario para
corregir la diferencia entre el periodo del zeitgeber y el periodo del
marcapaso. Esta modificacién se lleva a cabo a su vez gracias a cambios
circadianos de la sensibilidad a la sefial que se aplica, Asi, por ejemplo, la
luz inducird un atraso, un adelanto o no provocard ningin cambio en la fase,
dependiendo del momento en que se haya aplicado un estimulo luminoso durante
la noche o el dia subjetivo del animal.

Los mayores atrasos de fase ocurren durante la noche subjetiva temprana,
cuando los organismos diurnos inician su fase de reposo y los nocturnos su
fase de actividad. Los avances de fase mads grandes ocurren en la noche
subjetiva tardia. Hay relativamente pocos cambios de fase cuando el estimulo
llega durante el dia subjetivo.

El tiempo que un ritmo circadiano atrasa o adelanta su fase depende del
momento circadiano en el que se aplica la sefial externa y se representa en una
grafica llamada curva de respuesta de fase. En ella se muestran los adelantos,
los atrasos, o la ausencia de cambios del sistema circadiano a un cierto tipo
de estimulo que se aplica durante las 24 horas de un ciclo circadiano. EI
analisis de las curvas de respuesta de fase de un organismo a diferentes
estimulos ha permitido cierta comprension de los mecanismos que hacen posible
que un =zeitgebar sincrenice los marcapasos circadianos; también ha permitido
estudiar las propiedades de los marcapasos en forma independiente del ritmo
evidente del animal (De Coursey, 1960; Aschoff, 1965b; Pittendrigh, 1965,
1981a; Moore~Ede y cols., 1982).

C. Uso del fotoperiodo como sincronizador.

Los organismos en su medio natural, estdn sujetos a cambios periddicos de
iluminacién. Durante el dia la intensidad de la luz es mdxima mientras que en
la noche es minima. Estos cambios influyen de manera importante sobre los
organismos al grado de que sus actividades estan determinadas, al menos en
parte, por estos cambios.

En un ciclo de luz-oscuridad la etapa de luz recibe el nombre de
fotoperiodo y la de oscuridad el de escotoperiodo (Binkley, 1990); sin embargo
para el presente trabajo se utilizara el término de fotoperiodo para referirse
a la alterpancia de luz y oscuridad. Se ha planteado que la sincronizacién de
los sistemas circadianos al fotoperiode natural representa una respuesta
evolutiva de los organismos por medio de la cual pueden predecir los cambios
del medio y ajustar sus funciones a ellos (Pittendrigh, 1981lb; De Coursey,
1983).

En la naturaleza, la duracién del fotoperiodo es de 24 horas aunque las
fraccicnes de luz y oscuridad dependen de la latitud y de la época del afio. En
el laboratorio, la duracién de la etapa de luz y oscuridad puede variar en
forma convencional y ademds la duracdn completa del fotoperiodo puede ser
diferente de 24 horas.

A pesar de la gran influencia que tienen los fotoperiodos sobre los
ritmos circadianos no todas las combinaciones de luz y oscuridad que se pueden
hacer con un fotoperiodo son capaces de sincronizar al sistema circadiano, de
ahf{ que en los afios 60 y 70, autores com Aschoff (1960, 1965b), Pittendrigh y
Daan (1976a, 1976b) entre otros, dedicaran mucho tiempo al estudio de las
caracteristicas que debe tener un fotoperiodo y del efecto que debe producir
en el organismo, para que se considere que lo sincroniza. Un fotoperiodo debe
producir cambios de fase que a su vez se traduzcan en un cambio del periodo
(t* =T) del ritmo circadiano que se mide, para poder afirmar que en efecto lo
sincroniza. Ademds, debe establecer una relacién de fase estable (por ejemplo
que el pico méximo de actividad se presente siempre a la misma hora respecto




al encendido de la luz). Por ultimo, cuando un ritmo estd sincronizado con un
fotoperiodo, al terminar la estimulacién y dejar al ritmo en oscilacién libre,
el ritmo debe comenzar a oscilar a partir de la fase que el fotoperiodo le
impuso (Pittendrigh, 1960, 1981a; Moore-Ede, y cols., 1982). Es importante
aclarar que en un organismo las diferentes funciones que presentan un ritmo
circadiano evidente establecen entre si relaciones de fase estables. El hecho
de que se sincronizen a un fotoperiodo o no, depende tanto de factores propios
del estimulo como de la organizaciéon del sistema circadiano. De hecho, en
ocasiones es posible tener un ritmo sincronizado a un =zeitgebr mientras que
otro no lo esta (Aschoff, 1981b).

El efecto sincronizante del fotoperiodo LO 12:12 sobre el ritmo del ERG
fue caracterizado en la primera serie experimental del presente trabajo y de
esa base se partid para usarlo como testigo de la respuesta del sistema
circadiano ante el fotoperiodo. Asi, al manipular alguna parte del sistema
(registrar un ritmo circadiano) conocido y evaluar su respuesta ante un
fotoperiodo, es posible hacer evidentes las diferencias entre la condicién
del testigo y la delexperimental; ademas, se pueden obtener conclusiones
relacionadas con el mecanismo de la sincronizacién.

3. ASPECTOS MORFOFISIOLOGICOS DEL 0OJO DEL ACOCIL Y DEL SISTEMA
NEUROENDOCRINO DEL TALLO OCULAR.

A. Tallo ocular v lébulos épticos.

i. Descripcién general.

El sistema visual del acocil estd localizado en el par de tallos oculares
pedunculados situados a ambos lados del rostro. Los tallos oculares son
moéviles y el ojo propiamente dicho se encuentra en el extremo distal del
tallo; por abajo del ojo se encuentran diferentes neuropilos que conforman los
16bulos dépticos asi como componentes del sistema neuroendocrino (Figura 1)

ii. Ojo.

El ojo del acocil es un ojo compuesto cuya estructura y funcién general
son los de un ojo de superposiciéon. El ojo estd formado ‘por unidades visuales
u omatidias que se componen a su vez de un sistema didéptrico, un sistema
fotorreceptor y un sistema pararreceptor adyacente a los dos anteriores.

- El sistema diéptrico lo constituyen la cérnea, las células corneagenas y
el cono cristalino formado por 4 células cuyo extremo proximal se adelgaza
dando lugar a una raiz que queda rodeada por las células retinulares.

El sistema receptor estd formado por 8 células retinulares’ alargadas; 7
de ellas se distribuyen de manera circular alrededor del rabdomo {(de tipo
cerrado}) en un patrén .ortogonal caracteristico (Figura 2). Las célula
localizadas frente a frente emiten microvellosidades hasta la parte media del
rabdomo las cuales estan dispuestas alternadamente a lo largo del mismo
(Figura 2). El rabdomo es el lugar donde se localiza el pigmento visual el
cual forma parte de las membranas de las microvellosidades. La octava célula
retinular es redonda y se encuentra separada de las demds; su tamafio es menor
y sus microvellosidades no forman parte propiamente del rabdomo ya que se
encuentran por encima de éste. Las células retinulares tienen una unién
hermética o desmosoma en banda, en su parte distal lo que las mantiene
fuertemente unidas. Aunque no existan pruebas morfoldgicas de la existencia de
uniones comunicantes entre las células, Miiller en 1973 dio pruebas
fisiolégicas de la existencia de acoplamiento eléctrico entre las células
retinulares de una misma omatidia.



Figura 1. Localizacién de los ojos en el acocil, de los neuropilos del l6bulo
6ptico en un tallo ocular y del sistema organo X-Glandula sinusal. En el
dibujo se esquematiza un axén proveniente del oérgano X. R, retina (no se
observa en el dibujo, pero se encuentra por arriba de la lamina ganglionar
aproximadamente en la regiéon sefialada con la linea  punteada); LG, lamina
ganglionar; ME, médula externa; GS, glandula sinusal; MT, médula terminal; OX,
6rgano x; MI, Médula interna. Redibujado de Cooke y Sullivan, 1982.



En el interior de las células retinulares se encuentra el pigmento
accesorio proximal y adyacente a las células retinulares se localizan las
células que contienen al pigmento reflejante. El axén de las céluas
retinulares esta localizado en su regién basal y atraviesa lo que se conoce
como membrana basal. Al cruzar la membrana, los axones de diferentes células
retinulares se unen y constituyen al nervio optico (ver mas adelante).

La luz incidente en la cérnea es conducida por el sistema diéptrico hasta
las células retinulares; parte de ella llega al rabdomo donde se llevan a cabo
los fenémenos de fototransduccién. La luz desencadena una serie de reacciones
que comienzan con la descomposicién de la rodopsina (ll-cis-retinal) en
prelumino- rrodopsina, luminorrodopsina y por ultimo en metarrodopsina. Si en
esta etapa un fotén incide sobre el pigmento, la metarrodopsina, a diferencia
de lo que sucede en los vertebrados donde se produciria el blanqueamiento y la
liberacién del retinal (Shaw y Stowe, 1982; Goldsmith, 1972), vuelve al estado
original, La transduccién de la luz culmina con la produccién de un potencial
de receptor el cual consta de una despolarizacién rédpida (fase transitoria)
dependiente de la intensidad luminosa y una fase de despolarizacién lenta
(fase estable), dependiente de la duracién del estimulo luminoso.

La respuesta eléctrica de grupos de fotorreceptores se puede medir por
medio de wun electrorretinograma (ERG). E! ERG se registra en forma
extracelular y mide la diferencia de potencial que se desarrolla a través de
la resistencia del fluido extracelular que separa al electrodo colocado en la
vecindad del ojo de un electrodo indiferente colocado en alguna regidén
cercana. La magnitud y la polaridad del ERG dependen de la intensidad y de la
duracién del estimulo asi como de la posicién del electrodo en el ojo (Naka y
Kuwabara 1959; Eguchi, 1965). En el ERG se describen las componentes HI y HII,
la HI se asocia con el encendido del estimulo y la HII se mantiene todo el
tiempo que dure la estimulacién luminosa (Figura 3).

iii. Estructuras pararreceptoras.

Bajo este rubro se incluyen las estructuras anexas a los fotorreceptores
que influyen sobre la llegada de luz a éstos. Las mas importantes de estas
estructuras son las células del pigmento distal, el pigmento proximal
contenido en las células retinulares y el pigmento reflector que se encuentra
a la altura de la membrana basal. Los cambios de posicién que presentan estos
pigmentos (conocidos como pigmentos retinianos accesorios) pueden hacer que la
omatidia quede blindada por ellos o bien que quede expuesta a la llepada de
luz no sélo por el eje principal sino también por las regiones laterales. En
el primer caso se habla de una adaptacion a la luz y en el segundo caso de
adaptacién a la oscuridad; la adaptaciéon a la luz significa una pobre llegada
de luz hacia el rabdomo y lo contrario sucede durante la adaptacién a la
oscuridad. Los mecanismos que regulan la posicién de los pigmentos retinianos
accesorios parecen ser de caracter neuroendocrino para el pigmento distal
(Fuentes-Pardo y Garcia, 1979 } y nervioso para el pigmento proximal (Frixione
y Hernandez, 1990). No hay informacién disponible respecto al pigmento
reflector.

iv. Lébulos opticos.

Los lébulos odpticos los constituyen los axones provenientes de las
células retinulares, as{ como las neuronas que forman parte de los diferentes
neuropilos y prolongaciones neuronales propias de la regién y de otras
regiones del ganglio cerebroide (figura 1).



RCC

Figura 2. Representacién esquemdatica de una omatidia del ojo compuesto del
acocil. El dibujo de la izquicrda muecstra un cortec longitudinal de la' omatidia
en el que se observa el movimiento de pigmentos tanto en adaptacién a la luz
(AL) como en adaptacién a la oscuridad (AO). Los dibujos de la derecha
muestran cortes transversales de la omatidia a diferentes niveles segin lo
indican las lineas punteadas. Los nlmeros en el segundo corte en estos
dibujos, sefialan las diferentes células de la omatidia en el orden propuesto
por Parker, 1897. Las coordenadas de referencia D, P, E, en la parte superior
de esta serie de dibujos, indican la direccién dorsal, posterior y equatorial,
respectivamente. Co, cornea; PRD, Pigmento reflejante distal; CC, cono
cristalino; PD, pigmento distal; PP, pigmento proximal; RS8, célula retinular
8; Ra, rabdomo; PRP, pigmento retiniano proximal; Ax, axén; RCC, Raiz del cono
cristalino. Redibujado de Shaw y Stowe, 1982 y Rao, 198S.
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Figura 3. Componentes del electrorretinograma (ERG). Este dibujo representa el
ERG como se observa en la pantalla del osciloscopio, obtenido en la parte
exterior de las células retinulares. Se observan tanto el componente HI como
el HIl. El trazo inferior muestra un artificio en el momento en que se aplica
la estimulacién luminosa. E! dibujo esta basado en' una fotografia de la
pantalla del osciloscopio donde se registré originaimente. Las barras sefialan
los valores de calibracién del registro. Redibujado de Naka y Kuwabara, 1959.



El neuropilo que se encuentra exactamente por debajo de la retina se
conoce como ldmina ganglionar, un segundo ganglio llamado médula externa es
separado de la lamina ganglionar por terminales axénicas. Un tercer y cuarto
neuropilos, la médula interna y la médula terminal respectivamente, se
encuentran por abajo de los dos anteriores.

Los axones que unen la lamina ganglionar con la médula externa y a ésta
con la médula interna se decusan y forman dos quiasmas (Sandeman, 1982).

B. Sistema neuroendocrino del tallo ocular.

Las células neurosecretoras pueden ser neuronas con terminales axénicas
especializadas en la liberacién de sustancias neuroendocrinas a la hemolinfa.
Fue en 1953 cuando Carlisle y Knowles (citado por Cooke y Sullivan, 1982)
definieron por primera vez un 6érgano neurohemal como una estructura
especializada en la que las terminales nerviosas se ponen en contacto con el
sistema circulatorio.

El sistema  neuroendocrino de los  decapodos estd  constituido
principalmente por tres grupos de odrganos: pericardicos, postcomisurales, y el
sistema formado por el o6rgano X-glandula sinusal (sistema OX-GS).
Describiremos éste con mayor detalle ya que se encuentra localizado en el
tallo ocular del acocil (Figura 1) y se relaciona directamente con el tema de
este trabajo.

i. Generalidades del sistema O0X-GS.

La glandula sinusal es un lugar de almacenamiento y liberacién de
hormonas que median la adaptacion de las funciones metabdlicas a las
condiciones ambientales tales como la regulacién del azucar, las
concentraciones idnicas y osméticas, adaptacién a la luz y al color del medio,
y quiza, al mantenimiento de la ritmicidad circadiana y circamareal locomotriz
(Cooke y Sullivan, 1982).

La evidencia de que la glandula sinusal es un organo neurochemal fue
proporcionada independientemente por Bliss (1951) y Passano (1951) (citado por
Cooke y Sullivan, 1982), Estos autores identificaron el tracto nervioso que
une a la gldndula sinusal con un grupo de neuronas (6rgano X) lo cual llevo a
reconoceria como parte de un sistema neurohemal. Por otro lado se denominé
6rgano X a un grupo de neuronas agrupadas de manera compacta en el margen
ventrzl proximal  de la médula terminal cuyos axones forman el nervio de la
gléndula sinusal (Coocke y Sullivan, 1982).

ii. Morfofisiologia.

En los decdpodos en general, (no necesariamente en el acocil) la glandula
sinusal se localiza en la porcién dorsal o dorso-lateral del tallo ocular a
nivel de la médula externa (Figura 1). La glandula yace por abajo de una capa
mds o menos abundante de tejido conjuntivo. Las neurosecreciones que almacena
se liberan al seno venoso que la rodea y en ocasiones se ha observado que por
arriba y abajo existen también espacios con hemolinfa (Cooke y Sullivan,
1982).Se ha demostrado que la mayor parte de los axones que forman el nervio
de la gldndula sinusal provienen del érgano X (Andrew and Saleuddin, 1978;
Andrew y cols., 1978; citados por Cooke y Sullivan, 1982), no obstante existe
la posibilidad de que neuronas de otros centros como el ganglio cerebroide o
ganglios posteriores participen también en la formacién de dicho nervio.

Diversos estudios han identificado procesos de exocitosis en las fibras
adyacentes al neurilema y se tienen pruebas de que es a través de este proceso
como se lleva a cabo la liberacién de las neurosecreciones. Hormonas como la
concentradora de eritréforos, la hormona de. adaptacién a  la luz (HAL) u
hormona dispersora del pigmento distal (HDPD), la hormona hiperglucemiante
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(HHG) y la hormona inhibidora de la muda (HIM) han sido plenamente
identificadas como neurosecreciones liberadas desde la glandula sinusal (Cooke
y Sullivan, 1982).

La célula neurosecretora se puede considerar como la estructura final de
un complejo celular en el que se llevan a cabo fenémenos de integracién
(Scharrer y Scharrer, 1945; Knowles, 1974). Sin embargo, existe poca evidencia
experimental sobre los mecanismos integrales y los elementos que los
conforman.

La liberacién de neurosecreciones se lleva a cabo por medio de exocitosis
fenémeno durante el cual se han registrado potenciales de accién en las fibras
neurosecretoras, susceptibles de desaparecer por la accién de la TTX. Otra
prueba de que la actividad eléctrica del axoén neurosecretor es la sefial
iniciadora de la liberacién, es el hallazgo de actividad eléctrica espontdnea
en terminales nerviosas de la glandula inusal en Cardisoma carnifex (Cooke,
1981).

4. RITMOS CIRCADIANOS EN EL ACOCIL.

A. Ritmos celulares y generales del organismo.

El acocil ha sido ampliamente estudiado desde el punto de vista
circadiano. En él se han descrito ritmos circadianos en la actividad motora
{Page v Larimer, 1972; Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981), En la posicién de
los pigmentos retinianos accesorios (Welsh, 1930, 1939, 1941; Bennit, 1932;
Fingerman y Lowe, 1957; Aréchiga, 1977), en la liberacién de neurosecreciones
desde la glandula sinusal, en la actividad eléctrica de los Tfotorreceptores
visuales (Aréchiga y Wiersma, 1969; Page y Larimer, 1975), etcétera. La
ritmicidad circadiana del acocil ha sido abordada en animales integros (Page y
Larimer, 1972; Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981) y en estructuras aisladas
(Sanchez y Fuentes-Pardo, 1977). Se conocen también algunos aspectos
referentes al desarrollo ontogénico del ritmo de amplitud del
electrorretinograma (Fanjul-Moles y cols., 1987) y por medio de las curvas de
respuesta de fase se ha propuesto cémo, en un ciclo de 24 horas, cambia la
sensibilidad a la luz de las oscilaciones circadianas (Fuentes-Pardo y
Ramos-Carbajal, 1983).
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ipacidn del! sistema neurcendocrine (OX-GS) en el ritmo del ERG.

En 1987 los trabajos de Hernandez-Falcon y cols. demostraron que tanto la
posicién de los pigmentos retinianos como la secrecién de neurchormonas del
acocil, presentan un ritmo circadiano y que la glandula sinusal esta
involucrada en la generacién del ritmo de migracién de los pigmentos
retinianos. Estos autores encontraron que la inyeccién de extracto de tallo
ocular preparado a diferentes horas del dia, produce desfasamientos en el
ritmo de la pseudopupila cuya magnitud depende de la hora a la que se prepara
el extracto.

También hicieron experimentos en los que mostraron que al quitar la
glandula sinusal del tallo ocular in vivo, el ojo pierde la capacidad de
expresar un ritmo circadiano en el drea de brillo de la pseudopupila, y al
aplicar un estimulo luminoso, hay cierta tendencia de readquirir el ritmo
circadiano.

En animales a los que se les quitan de las glandulas sinusales, se
pierde también el ritmo de la pseudopupila en el ojo registrado y el estimulo
luminoso produce una tendencia a que dicho ojo readquiera sus caracteristicas
circadianas.
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Por otro lado, Moreno-Sdenz y cols. (1987). demostraron que la glandula
sinusal es un oscilador circadiano que participa en el sistema
multioscilatorio que genera y mantiene el ritmo de amplitud del ERG.
Encontraron que al inyectar extracto de tallo preparado a diferentes horas del
dia a tallos oculares aislados, disminuye la amplitud del ERG segin la hora
del dia en que se habfa preparado el extracto. Encontraron también que en
animales intactos los ritmos del ERG de ambos ojos se encuentran sincronizados
y que en animales sin una glandula sinusal suele haber modificaciones:tanto en
la amplitud como en el periodo del ritmo del ojo operado ademds de que pierde
su sincronfa con el ritmo del ojo intacto. En animales sin las dos glandulas
sinusales los dos ritmos mostraron variaciones en el periodo y la amplitud del
ritmo del ERG, as{ como una total desincronizacién entre ellos.

5. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBIETIVOS.

A. Hipotesjs.

Los antecedentes que se han presentado, asi como los resultados arriba
mencionados, permitieron proponer las siguientes hipétesis de trabajo: Si la
glandula sinusal estd involucrada en la generacién del ritmo del ERG y en el
acoplamiento entre ambos ojos, entonces, 1) en animales intactos la aplicacién
de un fotoperiodo en un ojo resultarda en la sincronizacién del otro ojo con el
fotoperiodo aplicado; 2) al aplicar un fotoperiodo en un ojo a animales
carentes de las dos glandulas sinusales, no se observard un ritme circadiano
evidente en el ERG de ninguno de los 2 ojos, ni podra haber sincronizacién
entre ellos. Por otra parte, si no existe ningin tipo de jerarqufa entre los
osciladores presentes en el tallo ocular, entonces, en animales intactos a los
que se les aplique un fotoperiodo en cada ojo desfasado 180 grados uno
respecto al otro, habra interacciones mutuas de igual magnitud y en animales
desprovistos de las dos glandulas sinusales serd imposible de observar tales
interacciones.

B. QObjetivos. -

Se realizaran experimentos en los que se registre el ritmo circadiano de
respuesta a la luz de los fotorreceptores visuales del acocil. Estos
experimentos se desarrollaran con animales intactos y animales desprovistos de
glandulas sinusales. Una vez registrado el ritmo circadiano se aplicaran, a
ambos tipos de animales, fotoperiodus en uii ojo porc nc cn el otre, el cual
permanecerd en condiciones de oscilacién libre.

Por Wltimo se aplicardn, a animales intactos y desprovistos de glandulas
sinusales, un fotoperiodo desfasado 180- con respecto al fotoperiodo que se
aplicara al ojo contralateral.
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"In the development the new citology, as
in the development of every science, the
conception is more important than the
method. Techniques are only the servants
of ideas. They have no great power in
themselves."

“"A method is an instrument which finds
only that which is being sought."
A. Carrel, 1931.

MATERIALES Y METODOS
1. REGISTRO DEL ERG.

Se utilizaron acociles adultos de las especies Procambarus clarki y
Procambarus digueti, sin distincién de sexo. Poco antes de que se iniciara el
registro se colocaba un corcho en la regién dorsal del cefalotérax usando para
ello pegamento acrilico. Durante el experimento el acocil se mantenia sujeto
por el corcho y parcialmente sumergido en el agua con el fin de que ésta
llegara hasta las branquias pero sin mojar los ojos. El recipiente se
enceontraba en una camara que manteniz constante la temperatura {17 £ 1 :C), ¥
permitia tener al acocil en oscuridad constante.

En cada ojo se implanté un electrodo de acero inoxidable de
aproximadamente 10 pm de didmetro en la punta. Por medio de un fotoestimulador
Grass PS22 cada 3 minutos se aplicaba un estimulo luminoso de prueba de 15 us
de duracién y de 1800 lux de intensidad. La respuesta eléctrica a la luz
(electrorretinograma, ERG) de los fotorreceptores visuales, llegaba a un
preamplificador Tektronix 122 y desde alli a un amplificador Grass 7DA. La
inscripciéon en papel de la respuesta se hacia por medio de un poligrafo Grass
modelo 7 (Figura 4). En todos los casos el experimento tenia una duracién
entre 12 y 16 dias. Los registros del ERG se hacfan en condiciones de
oscilacién libre (oscuridad constante) o durante la aplicacion de un
fotoperiodo. El fotoperiodo se aplicaba por medio de un foco de 4.5 V que daba
20 lux de intensidad, el cual se conectaba a una pipeta de vidrio pintada de
ncgro la gue gue sélc dejaba pasar la luz por la punta; ésta se colocaba
aproximadamente a 3 6 4 mm del ojo estimulado de tal manera que la luz sblo
llegaba a un ojo sin iluminar al ojo contralateral. Los fotoperiodos se
controlaron con interruptores de tiempo como se aprecia en la figura 4.

2. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.

Antes de iniciar cualquier procedimiento quirtirgico, los animales eran
anestesiados mediante la aplicacion de bajas temperaturas para lo cual eran
colocados en el congelador durante 30 a 45 min..Transcurrido este tiempo los
tallos oculares se fijaban temporalmente con algodén y cera de campeche, se
inmovilizaban y bajo un microscopio de diseccién se procedia a la extirpaciéon
de la glandula sinusal. Para tener acceso a la glindula sinusal en la
superficie dorsal del tallo ocular a operar se hacia un corte rectangular de
aproximadamente 3 por 4 mm, se quitaba la cuticula y con unas pinzas se
extrafa la glandula sinusal la que se distingue por su posicion dorsolateral y
su color blanco iridiscente.
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FIGURA 4. Dispositivo experimental: 1) Camara de registro: EA, electrodos de
acero; 2) Sistema de registro:Q, quimégrafo; FE, fotoestimulador; - Pre,
preamplificadores; A, amplificadores; RG, registrador grafico , 3) Sistema de
estimulacién: Li y L2, lamparas para aplicar los fotoperiodos; T,
interruptores de tiempo; * sdlo en los grupos lb y 2b se usaron 2 lamparas y 2
interruptoresde tiempo.
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Para contrarrestar la hemorragia provocada por la operacién, se mantenia
al acocil en agua fria (entre 4 y 7 «C) y se afiadia solucién de Van Harreld
(1936) fria a la herida; Inmediatamente después se cerraba la herida con la
cuticula que se habfa quitado.

Una vez terminada la operacién, el acocil se dejaba en recuperaciéon
durante no menos de 48 horas antes de proceder a la extirpacién de la glandula
sinusal del ojo contralateral. Hecha esta segunda extirpaciéon se dejaban
transcurrir de 2 a 5 dias antes de iniciar los registros electrofisiolégicos.

3. FOTOPERIODOS.

Se establecieron dos protocolos experimentales (1 y 2). Cada uno se
realizé tanto con animales intactos (testigos, grupos la y 2a) como con
animales desprovistos de ambas gldndulas sinusales (experimentales, grupos Ib
y 2b). El primer protocole (aplicado a los grupos la y 1b) consistié en dejar
a los animales durante 4 dias en oscilacién libre en oscuridad constante (00).
A partir del 5° y hasta el 8° dia de registro, uno de los ojos, escogido al
azar, era estimulado con ciclos de luz oscuridad (fotoperiodo LO 12:12) en el
que la luz se encendia a las 7 am y se apagaba a las 7 pm; del 9°y hasta el
13° dia el fotoperiodo se invertia, es decir que la uGltima fase de oscuridad

inicidra ahora a las 7 am y se prolongara hasta el encendido de la luz a las 7
pm. Durante los 8 dias de estimulacién con fotoperiodo el otro ojo se habia
mantenido en oscuridad constante. En la udltima etapa de registro se suspendia
la aplicacién del fotoperiodo y se dejaban ambos ojos en oscilacién libre en
oscuridad constante (del dia 13 al 16).

El segundo protocolo (aplicado a los grupos 2a y 2b) consistié en
mantener al acocil durante los 4 primeros dias de registro simultianeo del ERG
en ambos ojos, bajo condiciones de oscilacién libre en oscuridad constante. A
partir del 5° dia de registro se aplicaba un fotoperiodo LO 12:12 a un ojo y
un fotoperiodo OL 12:12 al otro ojo, es decir que cada ojo recibia un
fotoperiodo desfasado 180- con respecto al fotoperiodo del otro ojo. A partir
del 9° dia y hasta el término del experimento (12° dia) se suspendia la
aplicacién de los fotoperiodos y el registro del ERG continuaba en condiciones

de cscuridad constante.
4. ANALISIS DE RESULTADOS.

De cada registro se media el voltaje del ERG cada 15 minutos y se
graficaba contra el tiempo transcurrido. Con la grafica asi obtenida se
pusieron de manifiesto los cambios de amplitud que periédicamente muestra el
ERG con ellos se calcularon los siguientes parametros circadianos (Figura 5):
a) el periodo de la oscilacién, el cual se midié desde el inicio de la fase de
actividad de un ciclo hasta el inicio de la fase de actividad del ciclo
siguiente; con esta medida se calculé el periodo (circadiano o no) promedio de

la oscilacién de cada ojo; b} la relacién entre los periodos de actividad («)

y de reposo (p); se consider6 como periodo « el tiempo transcurrido desde que
la amplitud del ERG alcanza el 50% del maximo hasta que regresa a ese mismo
valor después de haber llegado al momento de maxima amplitud. El periodo de
reposo de cada ciclo es, a su vez, el tiempo transcurrido desde que la
amplitud del ERG esta en el 507 hasta que regresa a ese mismo valor una vez
que ha pasado por el valor de amplitud mas bajo del ciclo. c¢) La amplitud
relativa de la oscilacién; la quese obtuvo como el resultado de dividir, en
cada ciclo, el valor del voltaje del ERG mas alto alcanzado durante la fase de
actividad, entre el valor del voltaje del ERG mas bajo alcanzado durante la
fase de reposo; d) la diferencia de fase entre los dos ritmos. Para calcular
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este pardmetro se tomd como fase de referencia el momento de inicio de la fase
de actividad de cada ciclo del ritmo de un ojo con respecto a la fase del
ritmo del otro ojo; es decir que si los inicios de ambos ojos coincidian, se
habla de una diferencia de fase (¢) igual a O.

Con los parametros que hemos seftalado se pudieron caracterizar las
oscilaciones circadianas de cada_ojo antes, durante y después de la aplicacién
de los fotoperiodos, asi como las relaciones que guardaron tales oscilaciones
con las del ojo contralateral. Sin embargo y con el fin de visualizar con
mayor claridad la influencia ejercida por los fotoperiodos sobre la oscilacién
circadiana, se elaboraron grificas en las que a) se muestra la duracién de la
fase o (asociada con las horas de inicio y de término de cada ciclo) tanto del
ojo que recibe un fotoperiodo como del ojo que se mantuvo en oscuridad
constante; b) se muestra la duracién de la fase « de cada ciclo cuando un ojo
recibe un fotoperiodo LO y el otro recibe un fotoperiodo OL (figura 6).

Por dultimo vale la pena hacer notar que las dos etapas de oscilaciéon
libre que hubo en cada experimento permitieron, la primera, establecer el
caracter circadiano de la respuesta a la luz, y la segunda, comprobar si
después de que se hubieran aplicado el o los fotoperiodos correspondientes, el
ojo estimulado y el ojo contralateral, cuando era el caso, mostraban alguna
caracteristica en oscilacién libre que pusiera de manifiesto la capacidad
sincronizadora de los fotoperiodos aplicadcs. De hecho, se establecid como
criterio de sincronizacién el que al regresar a oscilacién libre hubiera
cambios en el ritmo circadiano que se pudieran asociar con el fotoperiodo
previamente aplicado-
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FIGURA 5. Parametros para evaluar el ritmo circadiano que se utilizan en este
trabajo: Fase de actividad (a), Fase de reposo (p), Periodo (t} y Amplitud
Relativa de cada ciclo (A1 y A2). El 507 de la AR de cada ciclo (.5A1 y .5Az2)
se tomé como la fase de referencia para sefialar el inicio y fin de la fase de
actividad; el periodo se midi6 del inicio de actividad de un ciclo al inicio
de actividad del siguiente ciclo.
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FIGURA 6. Grafica del periodo de actividad (&) con respecto al tiempo externo.
En el eje de las abscisas representa el tiempo externo de O a 24 horas, y el
eje de las ordenadas representa los dias de registro. La barra superior
corresponde al momento en que se aplica el fotoperiodo, la regién blanca es la
fase de iluminacién y la negra es la de oscuridad; en éste-ejemplo el animal
se mantuvo en OO0 del dia 1 al 3, después se mantuvo en OL 12:12 del dia 4 al 7
y finalmente se regres6 a OO del dia 8 al 10. Las lineas horizontales negras
representan el tiempo de actividad del animal en cada ciclo, asociando el
inicio y el término de la actividad con la hora externa en que ocurrieron. La
recta de regresién (RR) es la recta que mejor se ajusta por minimos cuadrados
a los puntos de inicio de actividad. Extrapolando la recta del primer al
segundo periodo en oscuridad constante, se puede medir el desfasamiento
producido por el fotoperiodo.
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"La experimentacién es una forma
de pensar as{ como una expresion
practica del pensamiento."

P. B. Medawar, 1979.

RESULTADGOS

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de los experimentos
realizados.

1. GRUPO 1la.

El grupo la quedé formado por 7 animales intactos de los que se obtenia
el ERG de un ojo colocado en condicioes de OO durante los primeros 4 dias del
experimento; en LO 12:12 desde el So y hasta el 8o dia de registro; en OL
12:12 desde el 90 hasta el 120 dia y en OO de nueva cuenta desde el 130 dia
hasta el final del experimento. E! ERG del ojo contralateral se obtenfa
durante todo este tiempo sdlo que en condiciones de OO. Las caracteristicas
del ritmo de amplitud del ERG durante los primeros 4 dias en 0O, y la relacién
de fase que muestran los ritmos de ambos ojos corresponden a lo que han
descrito otros autores (Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 198f; Moreno Saenz y
col., 1987) y se muestran en la primera parte de la figura 7. Esto es, ambos
ritmos muestran su fase de aclividad durante 1a noche, tienen periodos
cercanos a 24 horas, su relacién entre el tiempo de actividad (a) y el tiempo
de reposo (p) (relacién o/p) es mayor de 1 y la relaciéon de fase entre ellos
es muy cercana a 0. Al aplicarse el fotoperiodo (segunda parte de la figura 7)
LO 12:12 (con la fase luminosa de las 7 am a las 7 pm), sb6lo a un ojo, éste
mostré cambios muy evidentes en los pardmetros del ritmo circadiano del ERG.
As{, el periodo tuvo un valor de 24 horas exactas, la relaciéon o/p se ajusté a
1 y hubo una caida del ERG tan notable cada vez que se iniciaba la fase de
iluminacién, que la relacién entre la amplitud de cada ciclo durante la noche
con respecto a la amplitud durante el difa (amplitud relativa del ciclo) se vio
claramente incrementada (ver Tabla 1).

La inversién del fotoperiodo a OL 12:12 (el encendido a las 7 pm y el
apagado a las 7am) fue seguido por el ERG después de un pequefio ajuste que se
tradujo en un incremento del periodo de actividad («) durante el primer ciclo.
En lo que respecta al ritmo del ERG dei ojo colocado en GG, mantuve un nivel
de actividad similar al que mostraba desde el principio del registro. Sin
embargo su periodo se ajust6é, casi de inmediato, al del ritmo del ojo
contralateral con el que retuvo la estrecha relacién de fase que mostraba
durante la oscilacién libre; la relacién de fase se mantuvo todo el tiempo en
el que se aplicé el fotoperiodo normal o el invertido. En la segunda parte de
la figura 7 (trazo superior) se muestran los 8 dias que duraba el regisiro dc
un ojo en fotoperiodo de un animal del grupo la. El trazo superior corresponde
al voltaje del ERG del ojo que recibe el FP y el trazo inferior muestra la
amplitud del ERG del ojo que se mantuvo en OO. Puede notarse que durante la
transicién del FP LO 12:12 a OL 12:12, ambos ritmos prolongan su fase de
actividad. También se observa que en el primer ciclo del fotoperiodo OL, el
ERG del ojo que lo recibe muestra, hacia las 7 am, una reduccién de voltaje
que sugiere que el animal "recuerda" el momento en el que la luz se encendia
durante el fotoperiodo LO 12:12. En el ojo contralateral se observa, a la
misma hora, una caida en el ERG que pone de manifiesto un seguimiento de la
sefial generada en el otro ojo.
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Al regresar el ojo estimulado con LO y OL a la condicién de 0O (trazo
superior de la ultima parte de la figura 7) la fase del ciclo circadiano
volvio a cambiar ligeramente durante el primer dfa; a partir del segundo dia y
hasta el término del experimento el ritmo mostré su actividad maxima durante
el dia lo que sugiere que el acocil "recorddé" el fotoperiodo OL al que estuvo
sometido los dfas anteriores. Por su parte el ojo contralateral (el' cual’ no
recibié fotoperiodo en ningin momento)(trazo inferior de la Gltima parte de la
figura 7) mantuvo su ritmo circadiano ajustado al del ojo previamente
estimulado, lo que sugiere la posibilidad de que la sincronizacién se ejerza
desde el ojo que recibi6 el fotoperiodo hacia el que se mantuvo en OO y no al
contrario.

En la figura 8 se muestran los periodos de actividad («) del ritmo del
ERG durante los dfas que se aplicé el fotoperiodo, tanto el LO como su
inversiéon a OL 12:12 (trazos de la parte superior, A} asi como el a del ritmo
del ERG del ojo que se mantenia en 00 (trazos de la parte inferior, B). El
ajuste de la fase del ritmo en OO con respecto a la que le impone el ojo en FP
se lleva a cabo a partir del segundo ciclo en L.O; al cambiar el fotoperiodo a
OL hubo un segundo alargamiento en el periodo de actividad del ojo no
estimulado, lo que significé un ajuste al ojo contralateral a partir del 2o
dia en que éste recibié el fotoperiodo OL.

TABLA 1. Valores promedio del Grupo la: Periode: =T, relacién a/p,
amplitud relativa: AR; % el error estindar de cada uno. Condicién del ojo
estimulado: COND (el ojo no estimulado permanece siempre en O00); ojo
estimulado con luz: OE; ojo no estimulado: O no E; primera oscilacién libre:
001; fotoperiodo: FP; inversién del fotoperiodo: FPi; segunda oscilacion
libre: 002.

COND T o/p

OE Ono E OE Ono E

001 24.5 £ 0.83 24,91 + 0.65 2.22 + 0.18 2.59 * 1.53
FP 2423 £ 0.16 24,3 £ 033 0.97 £+ 0.02 2.30 * 0.18
FPi 23.73 + 0.39 23.93 + 0.9 1.05 £ 0.15 1.95 = 0.15

002*% 22.98 * 0.63 23.75 £ 0.50 2.81 * 0.33 3.86 + 0.24

COND AR

OE O no E

001 1.53 + .09 1.59 £ 0.19
FP 3.56 £ 0.37 1.67 * 0.06
FPi 3.02 £ 0.30 1.76 * 0.06

002* 1.44 £ 0.03 1.57 £ 0.04

*N=3
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FIGURA 7. Grafica de la amplitud del ERG contra el tiempo. El eje
vertical representa la amplitud del ERG en mV y el eje horizontal
el tiempo externo en horas. La barra superior indica los periodos
de oscuridad {(negro) y de iluminacién (blanco). El trazo superior
correspondc a2l oje  estimulado con  fotoperiodos y el trazo
inferior al ojo no estimulado. (Detalles en el texto).
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Figura 8. Grafica que muestra las fases de actividad («) de un
animal del grupo la. En el eje vertical se grafican los dfas de
registro y en el horizontal el tiempo externo de O a 24 horas.
Las barras que se encuentran en la parte superior de cada trazo
representan la condicion en la que se encuentra el animal,
oscuridad en negro, iluminacién en blance. El trazo A corresponde
al ojo estimulado con fotoperiodos LO y OL de la figura 7, el
trazo B, corresponde al ojo que se mantuvo en OO durante todo el
experimento en la misma figura (ver detalles en el texto).
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2. GRUPO 1b.

Los animales de este grupo experimental fueron desprovistos de las dos
glandulas sinusales siguiendo el procedimiento que se describié en la seccién
de material y métodos. La secuencia experimental que se siguié6 con estos
animales fue la misma que se aplic6 a los animales intactos del grupo la y por
medio de ella se puso de manifiesto la posible participacion de la glandula
sinusal en: a) la pesencia de un ritmo circadiano; b) el seguimiento del
fotoperiodo por parte del ojo estimulado y c) el seguimiento de la actividad
del ojo estimulado por parte del ojo que se mantiene todo el tiempo en
oscilacién libre. Los resultados de esta seccion experimental fueron los
siguientes: Durante la fase de oscilacién libre (00), ninguno de los dos ojos
mostré una clara actividad circadiana (ver Tabla 2). Esta se vio sustituida
por la presencia de ciclos de alta frecuencia y de frecuencias més bajas pero
sumamente irregulares. La aplicacion del régimen fotoperiédico LO 12:12 a uno
de los dos ojos dio como resultado que durante la fase de iluminaciéon la
amplitud de la respuesta se redujera ostensiblemente, y que en la fase de
oscuridad se presentara el incremento esperado. Evidentemente esto significa
la aparicién de una oscilacion de 24 horas que se presenté todo el tiempo que
iz preparacién recibid ¢l fotoperiodo, fuera éste LO o de OL Sin embargo al
regresar el ojo a condiciones constantes fue notable la ausencia de oscilacion
circadiana quedando en su lugar una actividad basicamente ultradiana. (figura
9).

Por lo que respecta al ojo contralateral el cual permanecié todo el
tiempo en 00, mantuvo el mismo tipo de respuesta que tuvo desde el principio
del experimento {es decir, con oscilaciones muy irregulares), evidenciando Ila
ausencia de un ritmo circadiano bien definido tanto cuando el ojo
contralateral estd en OO0 como cuando estd bajo la influencia de los
fotoperiodos LO u OL. !

En la figura 9 se incluye el registro del ERG de los dos ojos de un
animal del grupo 1b durante dos de los dfas en que ambos ojos permanecieron en
oscilacion libre (primera parte de la figura 9). En la parte media de la
figura y en el trazo superior, se muestra el ERG del ojo que recibié el
fotopericdc LC u OL, en el trazo inferior se muestra el ERG del ojo que se
mantuvo en 00 todo el registro; la ultima parte de la figura corresponde, en
la parte superior, al ERG del ojo previamente estimulado con LO y OL, una vez
que fue regresado a la condiciéon de 00 y por ultimo, muestra el ERG del ojo
contralateral. Es claro que durante las dos fases de LO y OL, el ojo
estimulado ajusta la amplitud del ERG a la entrada y la salida del estimulo
luminoso y que al regresar a 00, la amplitud vuelve a presentar una frecuencia
irregular semejante a la que mostré durante los primeros ciclos en oscilacién
libre. Por lo que respecta al ojo que se mantuvo todo el tiempo en 00, no
tuvo, en ningin momento del registro, alguna modificacién en su patrén de
actividad (la cual mostré ciclos muy irregulares) que sugiera alguna
influencia proveniente del ojo contralateral, ya que ademds a este patrén
irregular en la amplitud del ERG se puso de manifiesto una ausencia completa
de relacion de fase con el ojo estimulado tanto durante la estimulacién como
durante la oscilacién libre.

En la figura 10 se presenta una grafica en la que en la parte superior se
muestra la duracién del periodo de actividad (o) de cada ciclo transcurrido
bajo el régimen fotoperiédico (sea 1.O u OL) del ojo que recibié Ila
estimulacién (A). En la parte inferior de la misma figura (B) se incluye la
duracion del periodo de actividad del ojo colocado en oscilacién libre durante
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el mismo tiempo que el otro ojo recibié el fotoperiodo. Vuelve a comprobarse
que ni la duracién ni el inicio ni el término de la fase de actividad se
ajustan a los que tiene el ojo sometido a fotoperiodo.

TABLA 2. Valores promedio del Grupo 1b: Periodo: T, relacién oa/p, amplitud
relativa: AR; * el error normal de cada uno. Condicién del ojo estimulado:
COND (el ojo no estimulado permanece siempre en 00); ojo estimulado con luz:
OE; ojo no estimulado: O no E; primera oscilacién libre: 0OOi1; fotoperiodo: FP;
inversién del fotoperiodo: FPi; segunda oscilacién libre: 002,

COND T o/p
OE Ono E OE Ono E
001 No hubo ritmo medible No hubo ritmo medible

FP 23.98 £ 0.10 20.22 + 1.17 0.97 £ 0.01 + 2.82 * 1.02

FPi 24.13 £ 0.18 ——— 0.97 £ 0.28 ————
002 No hubo ritmo medible No hubo ritmo medible
COND AR
OE Ono E
001 No hubo ritmo r'nedlible

FP 2.59 £+ 0.36 1.26 % 0.04

FPi  2.19 ¢ 0.28 -—--

002 No hubo ritmo medible
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FIGURA 9. Grifica de la amplitud del ERG contra el tiempo de un
animal del grupo 1b al que se le extrajeron ambas glandulas
sinusales. El eje vertical representa la amplitud del ERG en mV y
el eje horizontal el tiempo externo en horas. La barra superior
indica los periodos de oscuridad (negro) y de iluminacién
(blanco). El trazo superior corresponde al ojo estimulado con
fotoperiodos y el trazo inferior al ojo que se mantuvo en OO (ver
detalles en el texto).
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Figura 10. Grafica de las fases de actividad {(«). En el eje
vertical se grafican los dias de registro y en el horizontal el
tiempo externo de O a 24 horas. Las barras que se encuentran en
la parte superior de cada trazo representan la condicién en la
que se encuentra el animal, oscuridad en negro, iluminacién en
blanco. El trazo superior (A) corresponde al ojo estimulade con
fotoperiodo de la figura 9 y el trazo inferior (B) al ojo no
estimulado de la misma figura.
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ESTA TESK m g
3. GRUPO 2a. SR B 4 AT

El registro simultdaneo del ERG de los dos ojos de una animal intacto
cuando a un ojo se le aplico un fotoperiodo LO 12:12 y al otro, un fotoperiodo
desfasado 180- (OL 12:12), puso de manifiesto la gran influencia que ejerce la
luz sobre la oscilacién circadiana (Figura 11 y Tabla 3). En efecto, durante
los primeros dias del registro los dos ojos estuvieron en oscilaciéon libre, lo
que signific6 el mantenimiento de una estrecha relacién de fase entre los dos
ritmos. A partir del momento el que cada ojo recibi6 su correspondiente
fotoperiodo mantuvo con el una estrecha relacién de fase, relacién que se puso
de manifiesto por un ajuste completo del ritmo circadiano a las 24 horas de
duracién del fotoperiodo, con la méxima actividad durante la oscuridad y la
minima durante la iluminacidén, lo que determindé que cada ojo se desfasara 180
con respecto al contralateral. Al regresar ambos ojos a la condicién de
oscuridad constante se requirié un tiempo considerablemente grande para que se
restableciera una relacién de fase semejante a la que mostraron durante la
primera etapa en 00. A pesar de la fuerza que tiene la luz para determinar la
duracion del periodo circadiano, es decir para hacer que tenga un valor igual
a 24 horas, los ritmos de los dos ojos que como se dijo, estdn desfasados 180
durante la aplicacién de los fotoperiodos muestra interacciones muy evidentes.
Asf, en el trazo de la figura 1l se puede ver que la amplitud de la respuesta
del ojo que se muestra en la parte superior aumenta cuando la luz se apaga,
pero disminuye inmediatamente después a pesar de que la luz sigue apagada
concidiendo esta disminucion con el que el ojo contralateral tiene wuna
respuesta muy baja debido a que en ese momento la luz estd encendida. Por otra
parte, y continuando con el andlisis del mismo trazo superior, puede
comprobarse que cuando la luz se enciende, el ERG se reduce como es de
esperarse pero la amplitud de la respuesta empieza a crecer a pesar de que la
luz continda encendida. Esté incremento coincide a su vez con el que la
respuesta del ojo contralateral es madaxima ya que este ojo estd en la fase de
oscuridad del fotoperiodo con el que es estimulado. Un hecho interesante que
debe hacerse notar es que la influencia descrita parece ser mayor de un ojo a
otro (del ojo representado en el trazo inferior al representado en el trazo
superior en el ejemplo del que hablamos) es decir parece haber una influencia
asimétrica entre los dos ojos, lo que sugiere la dominaciéon de uno con
respecto al otro.

La figura 11 (grafica de la derecha) muestra los resultados de la parte
de este experimento en la que cada ojo recibe un fotoperiodo desfasado 180
con respecto al fotoperiodo que recibe el otro ojo. Se comprueba lo dicho en
parrafos anteriores acerca del desfasamiento de 180- entre la actividad de
cada ojo inducido por la estimulacién fotoperiédica. La parte de la derecha de
la figura 11 expresa en esencia los mismos resultados sb6lo que el ritmo
circadiano de cada ojo queda ahora representado por la duracién de la fase de
actividad (a). Dada la gran fuerza que tiene la luz como sincronizadora del
ritmo del ERG, no es de extraiiar que, a pesar de la influencia que hay entre
los dos ojos, el inicio y el término de la fase de actividad de cada uno de
ellos estan determinados por la salida y la entrada de la luz,
respectivamente.



TABLA 3. Valores promedio del Grupo 2a: Periodo: 7T, relacién o/p, amplitud
relativa (AR); * el error normal de cada uno. Condicién en la que se encuentra
el animal: COND; ojo derecho: OD; ojo izquierdo: OI; primera oscilacién libre:

001; fotoperiodo: FP (LO en un ojo y OL en el otro); segunda oscilacion libre:
002.

COND T «/p

oD ol oD 0l

001 22.08 * 115 20.28 £ 1.36 1.79 * 0.26 1.72 £ 0.26
FP 24,07 * 0.14 24,05 * 0.37 0.99 * 0.07 1.32 + 0.38

002 19.00 £ 0.26 18.19 + 1.95 4.84 + 2,07 1.81 £ 0.37

COND . AR

OE Ono E

001 L34 £ 0.08 1.48 £ 0.04
FP 1,76 £ 0.06 2.3l + 0.29

002* 1.18 = 0.01 1.52 + 0.03

* Sélo un registro.
1
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FIGURA 1i. Graflca de la amplitud del ERG contra el tiempo,
generada con los datos de un animal del grupo 2A al que se
aplicaron fotoperiodos " desfasados 180 en ambos ojos. El eje
vertical representa la amplitud del ERG en mV y el eje horizontal
el tiempo externo en horas. La barra superior indica los periodos
de oscuridad (negro) y de iluminacién (blanco). En la parte
derecha se muestran los trazos correspondientes a las fases de
actividad (o) de «cada ojo durante la estimulaciébn con
fotoperiodos desfasados 180.. {ver detalles en el texto).
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4. GRUPO 2b.

La figura 12 muestra a la lzquierda, parte dc los resultados de haber
aplicado a animales desprovistos de las glandulas sinusales, la maniobra
experimental que se detalla en la seccién anterior consistente en hacerles
llegar, después de haber registrado simultdneamente los dos ojos en 0O, un
fotoperiodo LO 12:12 a un ojo y un fotoperiodo OL 12:12 al otro ojo, siendo
reintegrados después a oscuridad constante. Soélo se incluyen los 4 dfas de
registro simultdneo bajo los regimenes luminosos desfasados. Este tiempo fue
suficiente para comprobar que cada uno de los ojos sigue en forma total las
correspondientes fases de oscuridad e iluminacién del fotoperiodo aplicado.
Durante los dos periodos en los que los animales estuvieron en oscuridad
constante (al inicio y al término del experimento) no hubo oscilacién
circadiana en ninguno de los dos ojos por lo que no hubo ninguna posibilidad
de enfasamiento entre ellos . Debido a que estos resultados son semejantes a
los que se tuvieron en los experimentos 1b, durante la fase de oscuridad
constante, no los mostramos en esta secciéon. Es, sin embargo, un hecho que en
animales desprovistos de glandulas sinusales el ritmo de ampiitud del ERG no
mantiene caracteristicas circadianas evidentes durante la oscuridad constante,
por lo tanto, no es sincronizable por la aplicacién de sefiales fotoperiddicas.
En la parie derecha de ia misma fligura se incluyen los Inlclos y términos de
la fase de actividad de los dos ojos durante la estimulacién fotoperiddica,
comprobandose que en ningin momento la actividad de un ojo influye sobre la
del otro.
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TABLA 4. Valores promedio del Grupo 2b: Periodo (T), relacién «/p, amplitud
relativa (AR); * el error normal de cada uno. Condicién en la que se encuentra
el animal: COND; ojo derecho: OD; ojo izquierdo: OI; primera oscilacién libre:
001; fotoperiodo: FP (LO en un ojo y OL en el otro); segunda oscilacién libre:
002,

COND T a/p

oD 0)1 oD Ol

001* 33.81 + 3.32 3.80 = 1.08

FP 23.37 £ 0.49 23.06 £ 0.37 102 % 0.03 102 % 0.05

002t No hubo ritmo medible No hubo ritmo medible
COND AR
OE Ono E
001 1.53 £ ¢.28
. FP .68 £ 0.07 188 % 0.1l
002 No hubo ritmo medible

* N =4 i Sélo 2 oscilaciones en un registro.
3



FIGURA 12. Grafica de la amplitud del ERG contra el tiempo de un
animal desprovisto de ambas glandulas sinusales (grupo 2b) al que
se aplicaron fotoperiodos desfasados 180- en ambos ojos. El eje
vertical representa la amplitud del ERG en mV y el eje horizontal
el tiempo externo en horas. La barra superior indica los periodos
de oscuridad (negro) y de iluminacién (blanco). En la parte
derecha de la figura se muestra la grifica correspondiente a los
periodos de actividad (¢} de cada ojo que recibié6 un fotoperiodo
desfasado 180. con respescto al contralateral (ver detalles en el
texto)
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"Die  24-Stiindige  Periodik...Sie
ist gleichsam die Einheit unserer
Nattirlichen Chronologie.”

W. Htifeland, 1798.

"Why this absurd concern with
clocks, my friend?"
W. de la Mare, The winged chariot.

DISCUSION
1. ERG Y RITMO DE AMPLITUD DEL ERG.

La técnica empleada para registrar el ERG fue en esencia la misma
utilizada por Naka y Kuwabara en 1959, asi como otros autores posteriores (e.
g., Aréchiga y Wiersma, 1969; Page y Larimer, 1975; Barrera-Mera, 1976;
Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 198l; Moreno-Saenz y cols.,, 1987). Basicamente,
el ERG manifiesta el cambio de voltaje que presentan grupos de fotorreceptores
visuales ante la llegada de un estimulo luminoso, cambio que es recogido por
un electrodo colocado extracelularmente. A diferencia de lo que sucede en
muchas otras especies animales, el electrorretinograma del acocil s6lo depende
de la actividad eléctrica de los fotorrecepiores visuales {Naka y Xuwabara,
1959) hecho que resulta sumamente importante en la interpretacion de registros
del ERG a largo plazo (ver mas adelante).

Los registros a largo plazo del ERG que aqui se muestran se hicieron en
condiciones ambientales constantes con el fin de corroborar la presencia del
ritmo circadiano de amplitud del ERG del acocil que ha sido propuesta por
muchos autores (Aréchiga y 'cols., 1973; Barrera-Mera, 1976, 1978; Séanchez y
Fuentes-Pardo, 1977; Larimer y Smith, 1980; Fuentes-Pardo y cols., 1984,
Moreno-Saenz y cols., 1987). No estd por demds insistir que tal constancia
ambiental no excluye de ninguna manera la presencia de las sefiales luminosas
que se requieren para la generacion del ERG. Una vez que se hubieron
establecido las caracteristicas esenciales del ritmo circadiano del ERG en
condiciones ambientales constantes también conocidas como las condiciones de
oscilacion libre, se procedié a estudiar el efecto que ejerce la alternancia
de periodos de luz y oscuridad (fotoperiodos) sobre esas caracteristicas. En
el caso de los regisiros en oscilacién libre, los parametros medidos (periodo,
amplitud relativa, relacidon «/p, fase), dieron valores coincidentes en todo
con los que han sido propuestos por otros autores (Page y Larimer, 1975;
Barrera-Mera, 1976; Sanchez y Fuentes~-Pardo, 1977; Larimer y Smith, 1980;
Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981; Moreno~Saenz y cols., 1987) lo que
equivale a decir que fueron los esperados de un sistema enddgeno perteneciente
a un organismo con héabitos nocturnos (tabla 1, figura 7). En cuanto al
registro simultdneo del ERG desde ambos ojos, debe hacerse notar que , por una
parte, puso de manifiesto la estrecha relacién de fase que mantienen entre s{
los ritmos de ambos ojos; esto corrobora lo que otros autores han propuesto
acerca de la existencia de relaciones anatomofuncionales entre ambos tallos
oculares.

En lo que respecta a la llegada de sefiales luminosas periodicas (LO 12:12
u OL 12:12), debe hacerse notar que la intensidad empleada siempre fue lo
suficientemente baja para que el ojo pudiera captar la presencia de la sefial
luminosa de prueba. Este hecho asegurd el registro del ERG en forma sostenida
durante los 4 u 8 dias que duraba esta fase de los experimentos. En realidad
la aplicacién del régimen fotoperiddico tuvo por objeto establecer hasta qué
punto el ritmo de amplitud del ERG puede ser sincronizado por las seiiales
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luminosas periddicas. Como la fase de iluminacién del fotoperiodo siempre
 indujo una disminucién en la amplitud del ERG fue necesario eslablecer algin
criterio que permitiera discriminar entre la reduccién del ERG asociada con la
fase de iluminacién del fotoperiodo y los cambios en el ritmo resultantes del
posible efecto sincronizador del régimen fotoperiddico. Asf el criterio
empleado fue la persistencia de los efectos producidos por la luz durante la
aplicacién del régimen LO @ OL, una vez que el organismo hubiera regresado a
las condiciones de oscuridad constante, lo cual se llevaba a cabo durante los
dltimos cuatro difas del experimento; esta fue la razén por la que todos los
experimentos terminaron con el regreso de los animales a las condiciones
ambientales constantes.

2. SINCRONIZACION.

A. Sincronizacién interna.

Si un animal se mantiene en condiciones constantes de luz, de temperatura
o de cualquier otro estimulo que potencialmente pueda representar un
sincronizador externo, sus ritmos circadianos tienden a mantener una relacion
de fase estable entre ellos, sea porque coinciden sus méaximos y minimos o
porque entre ellos transcurre un cierto tiempo relativamente constante. En
algunos casos los ritmos mantienen sus relaciones de fase por mucho tiempo.
Asi, por ejemplo, Aschoff (1965a, 198lb) observé que los ritmos de
suefio-vigilia y de temperatura en humanos, se pueden mantener en fase durante
varias semanas lo que significa que existe un fuerte acoplamiento interno
entre los diferentes osciladores que componen el sistema circadiano.

En otros casos, los sistemas oscilantes responsables de dos o mdas ritmos
circadianos evidentes pueden perder su relacion de fase y hacer que los ritmos
se disocien. Aschoff (i965a) observé en humanos que alrededor de un 10% de los
sujetos experimentales mostraba disociacién entre los ritmos de suefio-vigilia
y de temperatura. En algunos roedores particularmente en cricetos, en
condiciones de luz constante se ha descrito que puede presentarse una
disociacién ("splitting") de su ritmo de actividad en dos componentes
(Pittendrigh, 1967, 1974; Pittendrigh y Daan, 1976a). Otra forma de
desincronizacién interpa ha sido descrita como resultado de la aplicacion de
sefiales periddicas contradictorias & monos. Estos fueron colocados bajo un
fotoperiodo 12:12 y al mismo tiempo se les aplicé un régimen que consistié en
1 hora de alimento y 23 de ayuno, los estimulos alimenticios estaban
desfasados con respecto al régimen LO lo que provocéd que los ritmos de los
animales se separaran en 2 grupos. Por un lado el ritmo de temperatura, se
sincronizéd con el fotoperiodo y, por otro el ritmo de excreciéon urinaria de

potasio se sincronizé con el ritmo de alimentacion (Sulzman y cols., 1978). .

Asi pues, en algunos casos la sincronizacion interna se puede perder con

relativa facilidad lo que implica que los osciladores correspondientes estin’

débilmente acoplados.

Con nuestros resultados estamos en condiciones de asegurar que en el
acocil existe una sincronizacién interna entre los osciladores responsables
del ritmo del ERG en cada tallo ocular y que en este proceso es determinante
la participaciéon de la glandula sinusal ya que en los animales intactos
(figura 7 y 8) la relacién de fase entre los ritmos de ambos ojos es muy
grande (Tabla 1) lo mismo en oscilacién libre que durante los dias de
aplicacion del égimen fotoperiédico o cuando el animal ha sido regresado a la
condiciébn de oscuridad constante. De hecho, es en esta etapa en la que el
enfasamiento entre ambos ojos es mas evidente. Mientras que cuando el animal
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ha sido desprovisto de sus glandulas sinusales (figura 9 y 10) desaparece la
constancia en la relacién de fase y lo que queda del ritmo circadiano en cada
ojo es una actividad basicamente ultradiana e irregular en la que no es
posible establecer ni siquiera un claro patrén circadiano.

La participacién de la glandula sinusal en los procesos de sincronizacion
interna parece implicar la activacién de un reflejo neuroendocrino. En efecto,
si se observa con cuidado los resultados obtenidos de someter a un ojo a un
régimen fotoperiédico mientras que el otro se mantiene en oscilacién libre
(figura 7) se comprueba que éste ajusta la fase de su ritmo a la que se
presenta en el ojo estimulado con el fotoperiodo y que para que se lleve a
cabo este ajuste transcurre un tiempo relativamente largo (del orden de
minutos) lo que coincide con el tiempo que requieren los reflejos
neuroendocrinos para manifestarse (Fuentes-Pardo y Garcia, 1979). En este
mismo orden de ideas, se propone que la hormona dispersora del pigmento distal
(HDPD)es la principal responsable de que se lleve a cabo el ajuste de fase
entre los osciladores de ambos tallos oculares. Es decir que habria una
liberacién de HDPD durante la fase de iluminacién del! fotoperiodo (12 horas)
la cual afectarfa no sbélo al ojo que recibe la iluminacién sino también al ojo
que se mantiene en ‘oscuridad constante el cual sélo dispone de la produccién
circadiana de HDPD. Como es bien sabido la HDPD induce cambios del pigmento
distal hacia la posicién de adaptaciéon a la luz (Kleinholz 1961) y reduce la
sensibilidad a la luz del receptor mismo. Si a estos hechos se afiade el que la
liberacién de esta hormona sigue un patrén circadiano (Moreno-Saenz y cols.,
1987; Hernandez-Falcon y cols., 1987) resulta tentador proponerla como un
elemento basico en el acoplamiento de los ritmos circadianos del ERG del tallo
ocular.

En apoyo de esta interpretacion estd el hecho establecido en isdpodos
(Chiang y Steel, 1985) de un acoplamiento de la actividad eléctrica entre las
dos glandulas sinusales. '

En los trabajos presentados en esta tesis, las sefiales contradictorias
corresponden a los fotoperiodos aplicados en los experimentos de los grupos 2a
y 2b en los que cada ojo recibié un fotoperiodo LD 12:12 desfasado 180. uno de
otro. En dos casos del grupo 2A se observd una disociacion expresada como una
perdida del ritmo en ambos ojos, en un tercer caso, (figura 11) no hubo
perdida del ritmo pero las interacciones entre ambos ojos fueron tales que
hicieron que la forma de la onda de cada ritmo se distorsionara, y que al
regresar a la condicion de oscilacién libre, pasaran varios ciclos antes de
recuperar su periodo original.

Otra evidencia de los procesos de sincronizacién interna que ocurren en
el acocil, son los experimentos con los protocelos la y 2a ya que en ellos el
fotoperiodo aplicado a un ojo es capaz de poner en fase al ojo que no es
estimulado (grupo la) o bien produce interacciones entre los dos ojos o un
desacoplamiento  interno (grupo 2a), esto implica, necesariamente, la
existencia de un sistema de acoplamiento entre los osciladores responsables
del ERG en ambos ojos.

B. Sincronizacién externa.

Como se mencioné en la introduccién, la sincronizacién externa se realiza
cuando el ritmo de un organismo al que se le aplican estimulos periédicos
cambia su periodo de oscilacién libre y lo hace igual al de la sefial externa y
establece con ella una relacién estable de fase. Se ha descrito que durante
el proceso de sincronizacién con la sefial periédica externa el ritmo puede
presentar un periodo transitorio antes de mostrar una relacién de fase estable
con ella (Pittendrigh, 1981b, Moore-Ede y cols., 1982), el periodo transitorio
no siempre aparece como se infiere de la observacion de Horne y Renninger
(1988) en el ritmo circadiano del ERG de Limulus.
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Nuestros resultados ponen de manifiesto la gran fuerza de sincronizacion
que ejerce la luz, aplicada en ciclos de 12 horas que se alternan con 12 horas
de oscuridad, sobre el ritmo circadiano de! ERG. De hecho en las figuras 7 y 9
correspondientes a los animales intactos y desprovistos de giandulas
sinusales, respectivamente, se comprueba como un resultado inmediato al inicio
de la fase de iluminaciéon que el ERG disminuye abruptamente para mostrar un
brusco incremento en la amplitud en cuanto se inicia la fase de oscuridad del
régimen aplicado. Estos hechos hacen que el ritmo del ERG muestre una forma
casi cuadrada durante la aplicacién de los ciclos de luz y oscuridad. Sin
embargo una comparacién cuidadosa entre las figuras 7 y 9, pone de manifiesto
que en los animales intactos la fase mdaxima de actividad (pico} del ritmo
circadiano coincide con la etapa de oscuridad de ambos regimenes LO y OL y que
aun después que éste se ha quitado y el animal regresa a oscuridad constante,
la fase de actividad maxima es la misma que le habfa impuesto el régimen OL,
lo que implica que el animal se comporté en esos dias como si fuera diurno. En
los animales sin gldndulas sinusales, en cambio, la aplicacion de LO y OL sélo
significé que el ERG siguiera la fase de luz y de oscuridad de los ciclos con
aumento y disminucion de amplitud, respectivamente, pero que al regresar al
acocil a las condiciones de oscuridad constante, no hubiera ningin indicio del
régimen OL al que habfan sido sometidos los acociles en el tiempo inmediato
anterior y a que, como lo mencionamos en parrafos anteriores, en ausencia de
algin régimen fotoperiddico, los anlmalcs desprovistos de glandulas sinusales
muestarn ciclos ultradianos bien establecidos y sbélo rastros de ciclos
circadianos. Es evidente que en estas condiciones no se puede hablar de
sincronizacion.

El protocolo que se empleo en la segunda parte de nuestros experimentos,
nos llevd a corroborar algunas de las proposiciones que han quedado
establecidas durante la discusién de nuestros resultados. Asi, la fuerza de la
luz como potencial sincronizador fue corroborada con estos experimentos ya
que, lo mismo en animales intactos (figura 11) que en animales desprovistos de
glandulas (figura 12} el inicio y el término de las etapas de iluminacién y de
oscuridad del fotoperiodo significé que la amplitud del ERG se redujera o se
incrementara bruscamente segin el caso lo que generé una imagen de ciclos de
amplitud de ERG en cada ojo que tiene exactamente 24 horas y que estan
desfacados {R0e uno de otro. Sin embargo el ajuste al régimen fotoperiddico no
fue el mismo en los animales intactos y en los desprovistos de glandulas
sinusales, ya que mientras ¢éstos mostraron un ajuste total al régimen de
iluminacion, el que sin embargo desaparecia sin dejar rastro alguno en cuanto
ios animales eran reintegrados a las condiciones de oscuridad constante, los
animales intactos mostraron en un ojo, una brusca caida en la amplitud del ERG
al momento en que se iniciaba la fase de iluminacién del fotoperiodo y una
segunda cafda mas lenta durante la fase de permanencla dec la luz. Al momento
en que se apagaba la luz y se iniciaba la fase de oscuridad, la amplitud del
ERG aumentaba bruscamente y mostraba un segundo incremento en la amplitud todo
el tiempo que permaneciera la fase de oscuridad. E! comportamiento del ojo
contralateral era distinto ya que ante el inicio de la fase de iluminacién
mostraba una reduccién en la amplitud del ERG pero durante el resto de esta
fase la amplitud del ERG se incrementaba. Lo contrario sucedfa en la fase de
oscuridad, es decir que si bien es cierto al iniciarse esta fase el ERG
aumentaba, durante el resto del tiempo de oscuridad habia una caida de
amplitud del ERG. Al reintegrarse al acocil a las condiciones de oscuridad
constante cada ojo mostré actividad circadiana inicialmente fuera de fase con
respecto a la del ojo contralateral, aunque después de algunos dfas mostraron
tendencias a sincronizarse uno con respecto al otro. Estos hechos apuntan
hacia una relacion asimétrica entre los ritmos de los dos ojos, es decir que
un ojo parece ejercer una influencia mas poderosa sobre el ojo contralateral
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que el otro, influencia que se ejerce durante los estfmulos LO y se mantiene
algin tiempo después de que son reintegrados a OO0 . En el ejemplo que
utilizamos el ojo cuyo registro aparece ene el trazo inferior de la figura 1l
parece ser el dominante. Hasta este momento no tenemos ninguna explicacién
satisfactoria sobre este hecho ya que el que un ojo recibiera inicialmente un
régimen LO u OL quedaba establecido al azar.

A pesar de que durante la etapa experimental no se hicieron operaciones
simuladas para comprobar que los cambios que se observan en el comportamiento
de los animales desprovistos de glandulas se deben a la diferencia de éstas y
no a posibles lesiones relacionadas con la cirugia, se estd en condiciones de
afirmar que las glandulas sinusales son elementos indispensables en la

expresién de las oscilaciones circadianas del ERG y en los procesos de

sincronizacién interna y de sincronizacion externa ya que en el laboratorio en
el que se realiz6 el presente trabajo experimental se habfan trabajado
previamente operaciones simuladas, es decir en operaciones en las que se
segufa el mismo procedimiento descrito para la extracciéon de las glandulas,
pero sin que ésta se llevdra a cabo. En estos casos, las caracterfsticas del
ERG se mantuvieron equivalentes a las de un animal intacto.

CONCLUSIONES

1. El registro  simultdneo del ritmo circadiano de amplitud del
electrorretinograma obtenido de cada tallo ocular permite estimar y estudiar
las interacciones que ocurren entre dos oscilaciones circadianas.

2. En condiciones de oscilacion libre en 00 los ritmos circadianos del ERG de
ambos ojos estan sincronizados entre sf.

3. Cualesquiera que sean los mecanismos fisiolégicos mediante los cuales se
lleva a cabo la sincronizacién, requieren para manifestarse, de la integridad
del sistema  neuroendocrino. Parece factible que existan mecanismos
neuroendocrinos tanto para mantener el acoplamiento interno como para mantener
la sincronizacion del ritmo del ERG con las sefiales periédicas externas.

4. Los zeitgebers contradictorios aplicados al sistema  circadiano del acocil

a
pueden causar diferente grado de desincronizacién .

5. La aplicacion de ciclos de 24 horas en los que se alternan la luz y la
oscuridad (LO 12:12 4 OL 12:12), induce un ajuste inmediato al periodo de
oscuridad de la fase de actividad («) y de la fase de reposo (p) al periodo de
iluminacién del ciclo. Este ajuste se mantiene en los animales intactos aln
después de que han sido reintegrados a las condiciones de oscilacién libre.

6. En animales desprovistos de glandulas sinusales sélo se produce el ajuste
de la amplitud del ERG a las sefiales luminosas durante la aplicacién del

régimen LO u OL ya que en 00 no hay ritmo circadiano evidente en ninguno de
los dos ojos.

7. La aplicacién de sefiales contradictorias (LO a un ojo y OL al ojo
contralateral) provocan la pérdida de la sincronizacién entre los ritmos de
los dos ojos. Cuando el animal tiene intacto su sistema neuroendocrino y es
regresado a OO los dos ojos se mantienen fuera de fase durante un cierto
tiempo, pero facilmente recuperan su capacidad de sincronizacién interna. Si
el acocil ha sido desprovisto de las glandulas sinusales no se lleva a efecto
tal recuperacion.
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8. Todos estos resultados llevan a proponer que la liberacion periédica de
_hormonas desde la glédndula sinusal es un requisito indispensable para que el
acocil muestre sincronizacién entre los ritmos de los dos ojos {sincronizacién
interna) y sincronizacién con las sefiales periédicas externas (sincronizacién
externa).

PERSPECTIVAS

"...These general mechanisms inhere in the principles whereby
constituent oscillatory subsystems are coupled and mutually
entrain each other; how in so doing temporal organization Iis
maintained within the organism; how the system as a whole is
coupled to the multiple periodicities of the environment; and how
critical phase-angle conflicts in the action of the latter can be
exploited at least for interval-timing. In breif the prospect of
a common mechanism to incite us is slim only if we are too
preocupated with the concrete and neglect our real business of
elucidating organizational features of living system."
Colin S. Pittendrigh, 1960.

Los futuros experimentos en el drea que toco6 este trabajo deberan estar
encaminados a distinguir las posibles vias de comunicacion que permiten al
sistema mantenerse sincronizado asi como la forma de hacerlo. Las respuestas a
algunas preguntas que surgieron durante el desarrollo de este trabajo nos
llevardan a entender como se organiza el sistema circadiano del acocil: ;Qué
vias neurales y neurcendocrinas participan en el mantenimiento de la
sincronizaciéon interna del sistema circadiano? (En qué proporcién participa
cada una y como lo hace? ;Qué otros factores neurales o humorales estan
involucrados? ;Cémo varia la sensibilidad del sistema a lo largo del tiempo?
¢Qué significado tienen las respuestas plasticas del sistema circadiano? (Qué

representa toda esta organizacién para el animal en términos adaptativos y
evolutivos?
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