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RESUMEN

La luz monocr Ica con disti longitudes de
onda . influye diferencialmente sobre las caracteristicas
det ritmo circadiano del electrorretinograma (ERG) a lo
‘largo de la ontogenia del acocil Procambarus clarkii, y
tal - circunstancia suglere la exlst:ncln de dos grupos de
fotorreceplores circadi T i dos a dos bl

osciladores | ados en la sincronizacién
del ritmo ERG durante la ontogenia; para probarlo, se
registr6 ERG en 48 organismos de 2 a 4 meses de edad
mantenidos en obscuridad y temperatura constantes, de
manera que tras 4 dfas en oscilacién espontanea se
aplicaba un pulsa de luz roja {650 nm) o azul (440 nm)
con duracién de 30 minutos, se dejaba otros 3 dias en
oscllacién espontanea y se cuantificaban los cambios de
fase sufridos; graficando dichos cambios de fase
{adelantos o retrasos) con respecto al tiempo circadiano
en el cual se aplic6 el pulso, se construyeron curvas de
respuesta de fase (CRF) para los pulsos de luz roja y
azul, encontrandose en la CRF para luz azul retrasos en
el dia subjetivo y primeras horas de la noche subjetiva,
con picos de adelantos a las 14 y 22 horas, y de
retrasos a las 18 horas tc (tiempo circadiano); la
relacién D/A (retrasos/adelantos) es de 4. En la CRF
para luz roja se encontraron fuertes retrasos en el dia
subjetivo, pero predominan los adelantos durante toda Ja
noche subjetiva, con una relacion D/A = 0.4285. Estos
resultados parecen Implicar la existencia de dos
it iladores que r di con retrasos a luz
del atardecer (azul) y con adelantos a la luz de la
maiana (roja).




En el: principio era el rllmu...
y el rltmo evolucioné hasta ser musica”.
Kurt -Sachs:

TIEMPO. CRONOB[OLOGIA RELOJ BIOLOGICO Y RITMOS. !

.'Nucemos. crecemos, ' vivimos y morimos en un marco tetradimensional
definido por las tres dimensiones espaciales y la cuarta, temporal; pero, sin
que "hasta el momento la humanidad haya pedide darle una definicion
satisfactoria, {segun S. Hawking, 1988, podria tratarse de un concepto no
absoluto), la idea del tiempo Se nos presenta simultaneomente como enigmdtica
-y..cotidiana; sabemos que cada uno de nuestros actes tiene sentido sélo dentro
de un marco espacio-temporal concreto, a grado tal que se ha llegado a
definir el cosmos como "Todo aquello que ha sido, o sera”, (dentro de lo
-cual esta implicito el concepto dc tiempo; Sagan, 1986), pero quizd no
alcanzamos a explicar aquella cuarta dimensién si no es mencionando su
unidireccionalidad (dentro de la concepcién Aristotélica o Newtoniana de un
tiempo absoluto), que permite ordenar los acontecimientos merced a
fmult idad y/0 ién, causa y efecto.

Se ha llamado Cronobiologla al estudio de cémo los organismos regulan
sus funciones con respecto a la hora del dia u otros cambios ciclicos
ambientales (Smith, 1977); también se le ha definido como el estudio de los

y alteraci que puede sufrir la estructura temporal de cada
or bajo condici particulares (Halberg et al, 1977); aunque dicha
idea data de tiempos griegos, o al menos biblicos ("para cada cosa hay una
estacion y hay un tiempo para cada propésito bajo el cielo: Un tiempo para
nacer y un tiempo para morlr: un tiempo para sembrar y otro para cosechar”),
su estudlo formal inicia en 1729 con las observaciones del astrénomo francés
Jean Jaques d'Ortous De Mairan acerca del comportamiento periédico de las
plantas; se sabla desde mucho tiempo atrds que numerosos vegetales cierran
sus hojas de noche, para abrirlas nuevamente durante el dfa; De Mairan se vio
sorprendido al descubrir que plantas colocadas en obscuridad constante por
varios dlas segufan abriendo y cerrando sus hojas sin necesidad de un
estimulo I externo, asi la existencia de algin mecanismo
temporal independiente que controlaba el movimiento de las hojas.
Posteriormente, Pfeffer (I875, 1915) propuso que en realidad era Ja
alternancia Luz-Obscuridad (LD, por Light-Dark) lo que ocasionaba el
movimiento de hojas y ramas; dado que sus experimentos no pudieron confirmar
su hipblesls. demostro sin quercrlo, el origen endégeno de dichos

La persi de periédicas  en  organismos
mantenldns bajo ccndlcmncs ambientales constantes ha sido demostrada en
numerosas especies eucariontes (Rcmberg y Smolensky. 1983), y aun en la
fijacién de nitrégeno por bacterias {Grob et al, 1986; Mitsui et
al, 1986; Sweeney and Borgese, 1989: en Hastings, Rusak and Boulos, 1991).

Este mecanismo temporal llamado "Reloj Biolégico”, ha sido definido como
"Un sistema fisiolégico innato capaz de medir el transcurso del tiempo en un
organismo viviente" (Coleman, 1986; en Binkley, 1990); esta definicién
describe un simple "medidor de intervalos”, que -a manera de un reloj de
arena~ se limita a marcar lapsos temporales constantes; sin embargo, para ser
mas especificos, debemos considerar que la idea central de un reloj blolégico
ha sido desarrollada alrededor de los Ritmos Circadlanos, (del latin circa,
cercano a y diem, dla); es decir, eventos clclicos cuyo periodo se aproxima
al de 24 horas, que poseen 4 caracteristicas fundamentales (Binkley, 1959):




a)” Persistencia en oscilacion Su ue
. permite ‘al organismo generar ciclos recurrentes con periodo cercano a 24
‘.horas independientemente de que se le aisle de estimulos perlédicos externos.
Compensacién de la temperatura: Un reloj biolégico debe ser

practicamente independiente de la temperatura, o al menos debe ser capaz de '
compensar los efectos de la varjaciéon térmica en el metabolismo; dado que la
mayoria de las condiciones vitales {nvolucran reacciones quimicas, ‘cuya
velocidad generalmente depende de la temperatura a que se realicen, y que los’
procesos biolégicos son acelerados al doble o triple con un Incremento..de
10«C (dentro del rango permisivo vital), un ritmo requiere ser capaz de
compensar la duracién de su periodo mas alla de las variaciones de
temperatura, dada la mermada utmdad que representarfa un reloj cuya marcha
es alterada por las ales. El modele bioquimico
propuesto para dicha regUIaclén propone 2 reacciones, A » B y C » D, donde B
controla el periodo y la reaccién A 5 B es iphibida por D, preducto de la:
reacciéon C 9 D: Ambas reacciones son inherentemente dependientes de la
temperatura, pero la velocidad de A » B se mantiene constante dado que es
inhibida proporcionalmente a los cambios de temperatura.

¢) Se ha llegado a considerar al reloj biolégico como "un: cronémetro
continuamente consultado™; es decir, se piensa que los organismos .pueden:
utilizarlo para ubicarse temporalmente del mismo mode en que los  humanos ..
consultamos continuamente el reloj; un ejemplo de esta idea viene de la
"memoria temporal” de las abejas (Zeitgedichtnis; Frisch, K. von, 1950,"'en
Aschoff, 1982); al encontrar una fuente de néctar, las abejas regresan ‘a ella
a la misma hora del dia a la que fué originalmente descubierta.

d) Por daltimo, se considera que un reloj biolégico debe ser . capaz:de
sufrir una puesta a tiempo que lo sincronice con la fase de los eventos
periédicos ambientales.

A diferencia de Binkley, Hastings (en Prosser, 1991) considera -como fas
4 ‘caracteristicas clave de los ritmos clrcadlanus. la persistencia, “la

compensacién de la temperatura, la dad de sincroni y la Arritmia’
Condicional (Njus, 1977); este ultimo postulado se basa en el hecho de que
-bajo ' determinad 1 como luz brillante,. -baja

temperatura o anoxia- en ciertos organismos deja de expresarse la ritmicidad;-

se ha pensado que los osciladores Individuales pueden desincronizarse. y. por

_ello: el organismo aparentar arritmia;. alternativamente, .dicha. .arritmicidad. ... 00 i
puede revelar la disminucion {o inclusive ausencia) de la misma oscilacién.

ORIGEN, EVOLUCION Y BASE GENETICA DE LOS RITMOS BIOLOGICOS.

Podemos suponer un origen evolutivo de los relojes biolégicos partiendo
de la rotacién terrestre, que completandose cada 24 horas, determina la
varlacién clclica de numerosas condiclones ambientales; luz, obscuridad,
temperatura, concentraclén de oxigeno, salinidad, etc. Dado que estas

dicl necesarti te afectan a los organismos, es légico intuir que los
organismos vivientes habran organizado su fisiologfa sobre las bases
temporales (diarias, estacionales) que correspondan a los ciclos ambientales;
de aqui la importancia adaptativa que significaria para un organismo el poder
predecir la recurrencia en la variacion de condiciones y tomar ventaja de una
seleccién  natural que actuarfa en favor de aquellos indlviduos capaces de
prepararse a tales variaciones e inclusive, beneficiarse de las mismas
{Binkley, 1959),




“7La" evoluciébn de los ritmos biolégicos es manejada por Pittendrigh
1993)," al sefialar la diferencia entre el orden y la organizacién temporal,
donde el orden es referido como ausencia de azar, mlentras que la
or son los f del manejo de informacién por e
organismo, de tal manera que, en sus origenes, los seres vivos se someterian
al orden temporal | b

por el iente, y conforme estos evolucionaron,
‘dicho orden serta aslmllado dando forma a su propia organizacién temporal
(F1c.1).Desde esta perspectiva, las semejanzas entre los ciclos amblentales y
- los - biolégicos se explican por la dependencia original de los primeros por
los segundos, mientras que las diferencias se deben a las caracteristicas
particulares de los or para adaptarse al biente. De este modo, si
la presion del amblente indujo la presencia de ritmicidad en los parametros
organicos, y estos determinaron el desarroilo de relojes biolégicos en
respuesta a dicha presién ambiental, el concepto de reloj- biolégico como un
sislema organico capaz de generar un orden temporal en las actividades del
or fa | del sistema para oscilar con periodo regular,
asl como la capacidad de usar dichas oscilaciones como una referencia
temporal interna (ric 2). Dicho sistema p&rmltc la adecuada interaccién, en
el dominio temporal, entre el or y su biente. Aunque las
e caracteristicas anteriores son aceptadas por la mayorfa de los cronobiélogos,
existe cierta controversia sobre el concepto de reloj biolégico, pues
mientras que para algunos autores (como Pittendrigh o Aschoff, 1984) éste se
refiere a estructuras or i que funci fan como marcapasos capaces de
imponer periodo y fase a los procesos orgénicos, para otros (como Halberg o
Relnberg, 1983) las propiedades que definen al reloj biolégico son el
resultado de la interaccion de wmultiples procesos T[isiolégicos oscilatorios,
donde la participacién de estructuras especificas se limita al ajuste de fase
entre los diversos procesos. Cumpliendo los requisitos del primer modelo se

ran, a nivel lecul el gene per de Drosophilla, cuyo producto
controla el periodo de la rnmlcldad biolégica, mientras que a nivel de
sistemas se han Identificado estructuras como el ganglio cerebral en la
polilla, los ojos en Aplysta, la glandula pineal en aves o el nacleo
supraquiasmatico en mamiferos. Por otra parte, el metabollsmo y la fisiologia
general presentan numerosos e los de izados a partir de asas
de retroalimentacién negativa que, al llevar impllcnn el orden temporal de
los eventos que regulan, pueden ser consideradas como osciladores potenciales
(FIG 3. Asi, reconociendo la existencia de al wmenos dos tipos de
osciladores, los fisicamente discretos y los que emergen de la Interaccion
funcional de sistemas de retroalimentacion, encontraremos  que la
interferencia en el funcionamiento de diversos sistemas fisiolégicos no es
capaz de alterar la organizaciébn temporal global del organismo, salvo en
aquellas estructuras consideradas marcapaso, mientras que la lesién de estas
ultimas no es capaz de producir organismos totalmente arritmicos, lo cual
sugiere fuertemente una estructura multioscilatoria jerdrquica del sistema,
cuya jerarquizacién pudiera depender del hecho de que, mientras la oscilacién
de asas de retroalimentacién negativa ocurre en sistemas orientados a
mantener constante la salida de éste, la oscilacién en los llamados marcapaso
parece ser en si misma la salida regulada del sistema; en el primer caso, las

oscil son at d y faciimente perturbables en su periodo y fase,
mientras que en el segunde las oscllncxones son autosostenidas y las
perturbaciones de periodo y fase son por it aparentemente
homeostaticos (Fi¢ 4). La interaccién de ambos sistemas oscilatorios resulta

en la adaptacion de los or a las pr ambientales ciclicas, que
determinan a fin de cuentas el nicho temporal del organismo (Aguilar, 1993).
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fig. 1.~ Posible origen de la ritmicidad circéadica. ERCEEr -
.. La :presion del ‘ambiente indujo .la pr fa’'de’ la. ritmicidad en los
=+ pardmetros- organicos;- los - cuales -a--su-vez- determinaron: el - desarrollo :de:
relojes biolégicos como respuesta a la presion: ambiental.

Fle. 2.- Osciladores e.imposicion de fase.
Un tipo de relo] biolégico consistirfa en un oscilador autosostenido,
que impondrfa periode y fase a la salida de los sistemas efectores.
Dicho oscilador serfa igualmente responsable del ajuste de fase del
organismo con respecto a los ciclos ambientales.

{modificadas de Aguilar, 1993).
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Flg. 3.- Osciladores como asa de retroalimentacién.
Un sistema con retroallmentacién negativa, en el cual exista -un retraso
en la seflal de retroalimentacién, puede comportarse como un oscilador,
dependiendo el periodo de  oscilacion de las caracteristicas cinéticas
del sistema.

Flg. 4.- Estructura muitioscilatoria jerarquica.
interaccién de sistemas homeostaticos cldsicos con sistemas
cronométricos especializados conduce a un sistema multioscilatorio
Jerarquico.

(modificadas de Aguilar, 1993},




a:-base. ‘genética de” los ' ritmos circadianos fué  demostrada - por " vez
era’:en’ las .investigaciones -de Blnning (1935); estudiando los movi
circadlanos . de - hojas y tallos de frijol (Phaseolus), encontré dos poblaciones
[ perlodos (r). de 23y 27 horas; asombrado observé que plantas - hibridas
tenfan “un perfodo de 25 horas, transmitido de una generacién a otra de
acuerdo ‘a las leyes tradicionales de la genctica. Estudivos similares se han
llevado a cabo en mutantes de Drosophila {Konopka and Benzer, 1971}, Pero fué
el mismo. Blnning (1963} quien marcé un hito en la Cronobjologla al descubrir
que l.Il\ orgamsmo es capaz de “"medir" tiempo; mediante una sofisticada

del régi luminoso  pudo  inducir floracién al aplicar
brevemente luz, por varios dias, a una misma hora critica; viendo que luz de
. idéntica magnitud y calidad era incapaz de inducir floracién si se aplicaba a
distintas horas, llegé a la conclusibn de que la luz estaba actuando no como
“una fuente de energla, sino como una sefal, a la cual respondia
-diferencialmente el organi dependiendo de ia hora. Aunque el concepto de
medida de! tiempo por los sistemas vivientes ha aumentado en su complejidad,
.aun se reconoce que la alternancia de horas de luz (fotofase) y obscuridad
(escotofase) son !a referencia mas precisa para los organismos; de su
variacién a lo largo del afic dependen fené como reprod: , migraclén,
diapausa, dormancia; en términos de Blnning, existe una coincidencia externa
entre la alternancia externa de Iuz y obscuridad y la alternancia de fases en
que la planta es sensible o no a la luz con respectoc a la floracién:
paralelamente, se habla de una coincidencia interna entre patrones temporales
del ‘ambiente interno con respecto al externo, tomando en cuenta la existencia
de .distintos osciladores circadianos, controlados por seflales como el
amanecer (encendido de 1la luz) o atardecer (apagado). De este modo,
dependiendo de la fotofase, el intervalo de tiempo entre dos sefiales (la
relacién de fase entre amanecer y atardecer), determina si la floracion se
induce o no.

CAPACIDAD DE LOS RITMOS DE SER SINCRONIZADOS:

El concepto de reloj bioltgico como un sistema organico capaz de generar

‘un orden temporal en las actividades del organismo, implica la capacidad del

sistema para oscilar con un periodo regular, asf como la capacidad de usar

dichas oscilaciones como una referencia temporal interna. Dicho sistema

- permite la adecuada interaccién en el dominio temporal entre el organismo y
=7 s amblente,

Como se mencioné anteriormente, una de las funciones mas importantes de
los sistemas circadianos es asegurar el ajuste temporal apropiado entre los
procesos ciclicos del organismo y los fenémenos ciclicos ambientales; dicho
ajuste es referido como puesta a tiempo o sincronizacién; se utiliza el
término zeitgeber si. nos referimos al estimulo que produce dicha
sincronizacién (como podria ser la [uz o la temperatura); es importante
recalcar que dicho estimulo no crea el ritmo, solamente tiene efectos sobre
su expresion alterando la longitud del periodo y/o relacionando la fase del
ritmo con la hora externa (establecimiento de relacién de fase).

a) Sincronizacién interna.
un organi: es ido en condici constantes de luz y .~

temperatura, lejos de cualquier otro estimulo que pudiera representar .un
sincronizador externo, sus ritmos circadianos tenderan a mantener una




as ble “entre ellos, ya© sea’ porque colnclden sus m&ximOs y
porque exista - ‘clerta” constante de !lempo transcurrlda entre  ellos.

lncromzacnén externa. :

/Cuando’ el ritmo de .un. organismo - al 'que -se le " aplican estimulos
-perlodlcos cambia su periodo de oscllacién ‘libre 'y lo hace' igual ‘al de:la
efial externa, estableciendo con ella una relacién de fase, se considera. que
:dicho “estimulo es un sincronizador externo. Generalmente existen periodos
lamados - transitorios a través de los cuales el ritmo se "acopla- al estimulo
‘externo. sufriendo una perturbacién temporal antes de mostrar una relacién de
fase estable.

:SINCRONIZABILIDAD Y RELACIONES DE FASE.

Los ritmos circadlanos tienen una “oscilacién libre" al ser mantenidos
. tes; careciendo de estimulos externos, T depender& de
‘la especie, el estado fisiolégico e historia del individuo. Se denomina ¢ al
-angulo de la fase de oscilacién biolégica (considerando los 360° posibles de
un ciclo). Al recibir un estimulo externo (zeitgeber, cuyo &angulo de fase es
..denominado @), e! ritmo adquirira determinada relacién de fase con respecto a
éste, la cual es llamada ¢ (es decir, la difererencia entre los &ngulos de
fase de la oscilacién biol6gica y el zeitgeber); la magnitud de ¢ (que
revelara que tan fuerte fu¢ la sincronizaciéon) dependera de dos factores; las
_propiedades intrinsecas del =zeitgeber y la responsividad particular del
sistema a dicho estimulo (FIG. 5. De tal manera, la mejor cuantificacién ‘de
¢ es la relacién t/T (longitud del periodo de oscilacién biolégica con
respecto a la longitud del periodo del zeitgeber; Aschoff, 1979).

CURVA DE RESPUESTA DE FASE.

Dependiendo de la fase que presente un ritmo circadiano, un pulso
sencillo de luz, que puede ser tan breve como 0.5 milisegundos (Joshi, 1985),
tiene capacidad de adelantar la fase, retrasarla o no alterar el ritmo. La
relacién entre la fase de exposicién a la luz y la magnitud y direccién del
cambio de fase se representa graficamente en forma de una CURVA DE RESPUESTA
DE FASE (Hastings, 1958}. En general, los pulsos de luz practicados en
obscuridad continua, alrededor del Inicio de l!a noche subjetiva (cerca del
arranque de la fase de actividad diaria en un organismo nocturno, o del
reposo en uno diurno), ocasfonan retrasos de fase, mientras que los pulsos
presentados cerca del final de la noche subjetiva originan adelantos. Los
pulsos de luz presentados en la mayor parte del dla subjetivo tienen efectos
reducidos o nulos (FIG 6}

En algunas especies, después de exponer al organismo a un pulso de luz,
el ritmo se establece gradualmente, a través de unc o mias ciclos transitorios
(Pittendrigh, 1958). Se han observado  transitorlos adelantandose o
retrasdndose, segin en la fase del ritmo en que haya recibido la luz. Tanto
en Drosophila como en hamster los avances de fase requieren méas transitorios
{3-4 ciclos en Drosophila, y hasta 10 en hamsters) de los que necesitan los

retrasos, que son completados en 1 o 2 ciclos. La existencia de ciclos
transltorios puede revelar el acompasamxento dc un oscilador esclavo para
mar que fué sincroni con el pulso

(Plttendngh. 1958 y 1981).
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Flg. 5. Relaclones dc fase.
¢.'= ‘angulo de la fase de oscliacién blologica.
* ¢.= &ngulo de fase del zeitgeber.
¢ = difererencia entre los 4ngulos de fase de la oscilacién biolégica y

el zeitgeber.

Fig. 6.- Curva de Respuesta de Fase tlpica.
Se muestra graficada en abscisa la hora circadiana en que se presents el
estimulo y en ordenada la magnitud del cambio de fase observado en el
ritmo una vez alcanzado el estado estable. Se puede apreciar poca
sensibilidad en el dla subjetivo, retrasos al iniclo de la noche
subjetiva y adelantos en los dos altimos tercios de la noche subjetiva.

(modificadas de Hastings et al, 1991).



i+. Existen dos tlpos diferentes de Curvas de Respuesta de Fase (CRF); las
tenues. o tipo 1, en las que los maximos cambios de fase son tipicamente del
orden de unas pocas horas, y existe una transicién mas o menos gradual entre
“las reglones de avance o adelanto en la curva, Ademas, cuando la fase del
ritmo camblado (la nueva fase) es graficada como funcién de la fase expuesta
a la luz (fase original), la derivada promedio de la curva de transicién de
fase resultante es igual a 1. Sin embargo, en algunas especics, el aumento en
la fuerza del pulso de luz (incrementando su intensidad o duracién), puede
producir cambjos de fase de mas de 12 horas, y hay una aparente
discontinuidad en la CRF, con un sorpresivo salto entre maximos retrasos y
maximos adelantos de fase, La direccién de estos amplios cambios es a menudo
ambigua, puesto que un cambioc de fase de alrededor de 12 horas puede
interpretarse tanto como un retrasc o como un avance. Estas CRF's son
conocidas como fuertes o de tipo 0, dada que la pendiente promedio de la
curva de transicién de fase es igual a O.

Los cambios de fase dependientes de la fase en que se administre el
pulso ocurren tanto en respuesta a pulsos de obscuridad aplicados en LL (luz
continua), y en etapas de transicion de LL a DD (obscuridad continua) y
viceversa. Las CRF's con pulso de obscuridad tienden a ser imagenes
especulares de las CRF's con pulso de luz, aunque a menudo existe un
fespl iento dible entre la regi de avance de una y las de atraso de
otra. La duracién efectiva minima puede tanto ser mayor para pulsos de
obscuridad que de luz. Los cambios de fase ocasionados en etapas de
transicién son generalmente mas variables (intra o interespecificamente} que
aquellos causados por pulsos Unicos, y la dependencia de fase de la respuesta
no queda siempre clara, aunque existe cierta tendencia a una relacién de
imagen especular entre las CRF's para transiciones LL-DD y DD-LL. (Aschoff,
J., 1965; en Prosser, 1991).

GENERALIDADES DE LA LUZ Y SUS EFECTOS SOBRE LOS RITMOS:

Dada su dualidad partfcula-onda, el espectro electromagnético nos ofrece
distintas regiones dependiendo de la longitud de onda (A), que puede ir desde
0.0001A en el caso de los rayos césmicos, hasta kilémetros, en las ondas de
radio. Aunque la luz visible para el ojo humano se circunscribe solamente de
los 380 a los 700 nanémetros de A, se ha descrito que la energla radiante
aprovechable por los sistemas biolégicos puede ir desde 300 hasta 900 nm de
A; préct e todo fend biologi: que utilice luz emplea este rango de
energla radiante.

Dentro de la gama de ciclos geofisicos ocasionados por la rotacién
terrestre, la alternancia luz-obscuridad es quizd la que menor variacién
sufre entre un dia y otro, y constituye el mas notable indicador del tiempo
local (Pittendrigh, 1981). De ahi que no resulte sorprendente que el ciclo LD
sea el mas universal, y que el zeitgeber fundamental en la mayoria de los
ritmos circadianos sea la luz.

Se pueden distinguir dos electos conceptualmente diferentes de la luz
sobre los ritmos circadianos: Efectos discretos o fasicos, como los que
pueden ser ejercidos por breves pulsos de luz u obscuridad, y efectos
continuos o ténicos, mejor ilustrados por la Iinfluencia sistematica de la
intensidad LL sobre t (Daan, 1976, en Prosser, 1991). Como analogia, tocar un
péndulo en movimiento serla un efecto discreto, mientras que alterar la
resistencia del aire en el que se mueve serfa un efecto ténico.



Ium[naclb - ‘ambliental ejerce . distintos - efectos sobre el periodo (1)
gan smos diurnos ¥ nocturnos; dichos efectos se resumen en las Reglas de
schoff;: segin’ la  primera  de ellas, las especies diurnas - observaran un
cortamlento de T conforme se -incremente la intensidad luminica, al contrario
de ‘la que’ ocurrirfa en especies nocturnas. Excepcién a lo anterior resuita el
‘caso,de los .. mamiferos, puesto que tanto especies diurnas como nocturnas
alargan:-su T al aumentar la iluminacién. Paralelamente, mientras que las
2 f diurnas incr aran su Indice a/p (relacién entre las horas de
Z-actividad 'y reposo) al intensificarse la luz, las especics nocturnas haran lo
-contrario,  disminuyendo su nivel de actividad. La tercera regla postula que
en obscuridad continua, el periodo de oscilacién espontinea sera mayor de 24
-horas. en especles diurnas, y menor de 24 horas en especies nocturnas.
Finalmente, !a exposicién a luz continua hace mayor el periodo de oscilacién
-/espontanca en especies nocturnas, o bien conduce a la desorganizacién
. progresiva de la ritmicidad, que puede llevar, tanto a patrones de conducta
arrftmicos, como a la descomposicién de la ritmicidad circddica en elementos
uitradianos (es decir, con periodo menor a 24 horas). Estos efectos se han
“interpretado como el desacoplamiento entre multiples osciladores;
alternativamente, se ha propuesto que la luz continua podria inducir la
detencién del reloj biolégico (Aschoff, 1960).

EFECTOS DE LA LUZ MONOCROMATICA EN LOS RITMOS CIRCADIANOS.

Mientras que la importancia de la luz blanca como agente sincronizador
_:-.delos ritmos circadianos estd perfectamente establecida en organismos desde
—.unicelulares hasta ~vertebrados superiores, el papel de la luz monocromatica
estd  apenas explorandose, relacionando su efecto con la modulacion y
sincronizacién de las actividades ritmicas: En 1971, Gordon y Brown lograron
alterar la fase de! ritmo circadiano de temperatura corporal en el ratén
Perognathus, estimulando con luz verde~azul; algo similar encontré McGuire en
la: rata comun (1973). Por otra parte, Krilll, en 1976, descubrié que los
"cambios de color e intensidad del régimen luminico sincronizaba el inicio de
la actividad de vuelo en aves diurnas; Mote y Black (198l) encontraron que el
mecanismo sincronizador de! ritmo circadiano de actividad locomotora en la
cucaracha Periplaneta amerlcana esta controlado por un grupo de
fotorreceptores sensibles a A mayores de 590 nm. Finalmente, mientras que
Joshi 'y Chandrashekaran (1985) reportan que el ritmo circadiano de vuelo del
murciélago Hipposideros speorls acelera su velocidad de oscilacion al ser
estimulado por luz de 520 nm y la disminuye con luz de 430 nm, algunos
autores mencionan que la luz monocromatica tiene efectos en los sistemas
reproductivos del ratén y el hamster, modificando tanto el ritmo circadiano
de melatonina o los niveles plasmaticos de testosterona, como directamente
los érganos reproductivos (Brainard et al, 1986; Benshoff, 1987).

EL SISTEMA VISUAL Y CIRCADIANO DEL ACOCIL.

El acocil Procambarus clarkil presenta un sistema visual tipico dentro
del grupo de los crustaceos, existiendo un par de tallos oculares situados a
ambos lados del rostrum, en la parte anterior del cefalotérax; en la porcion
distal de cada tallo se encuentra un ojo compuesto, constituido por 2000 a
3000 unidades repetitivas u omatidias; cada upa puede dividirse en tres
subsistemas, a saber, diéptrico, fotorreceptor y pararreceptor (F1G 7), . &
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istcma .dioblrl:o esta formado por-la cérnea’ (una ‘cuticula ‘de GO'umy de’,
:las células: corneagenas y ¢l cono cristallno, - formado ‘por. 4 .células
cuyo extremos proximales se adelgazan orlginando una raiz que.es rodeada por:

: superflcle del ojo el tipico aspecto facetado de los ojos artropodos.

: Al sistema fotorreceptor lo constituyen 8 células retinulares, de las
cuales 7 (denominadas RlI a R7) son alargadas y se distribuyen verticalinente

= como lo harfan las tablas que forman el cilindro de un barril de madera; las

--caras -Internas de dichas células poseen microvellosidades en cuyas membranas
se localiza el pigmento visual; a esta regién central se le conoce como
rabdomo. En su porcién distal, las células retinulares poseen. una -unién
hermética con desmosomas en banda, anadlogamente a los aros de metal que
mantienen unidas a las tablas del barril que hemos utilizado para describir
las posiciones de las células. La octava célula retinular o R8 es 'mas
pequefla, redonda y se encuentra mas diferenciada que las otras {(Cummins y
Goldsmith, 1981}, formando un pequefio rabdomo separado, por encima (es decir,
distalmente) del otro rabdomo, como lo harfa !a tapa de nuestro hipotético
barril. Los axones de las 8 células retinulares atraviesan la membrana - basal
(el fondo del barril) y se unen para formar el nervio éptico.

El sistema pararreceptor estd integrade por los pigmentos anexos a los
fotorreceptores, que regulan la llegada de Juz a estos; primeramente, el
pigmento distal, localizado en las células del cono cristalino; en obscuridad
se repliega distalmente (hacla la cérnea) dejando libre paso a la luz,
mientras que con iluminacién intensa se distribuye a lo largo de la célula,
blindandola; en segundo término, el pigmento proximal, que dentro de las
células retinulares puede replegarse proximalmente {por debajo de la membrana
basal) permitiendo -el paso de la luz, o distribuirse en ellas, cerrandolo.
Por @ltimo, tenemos el pigmento reflector, que a diferencia de los otros
pigmentos no migra, y se le encuentra todo el tiempo a nivel de la membrana
basal. Los efectos sumados de los tres pigmentos pueden blindar casi
totaimente a la omatidia o bien permitir el paso de luz no solamente por el
eje principal, sino también por los lados.

Por debajo de las células retinulares se encuentra la lamina ganglionar,
seguida de la médula externa (en cuya region dorsal esta la glandula sinusal)
la médula interna y la médula terminal (donde se encuentra el 6rganc X). El
flujo de informacion visual hacia zonas centrales de Integracién se lleva a
cabo por axones que, habiendo atravesado la lamina ganglionar, la unen con la
médula externa, con la interna y se decusan, formando dos qulasmas; habiendo
ya cruzado la medula terminal forman el nervio 6ptico, que se une con las
neuronas y prolongaciones neuronales propias de la regién para llegar al
ganglio cerebroide o supraesofagico.

El principal pigmento visual del rabdomo del acocil es la rodopsina,
cuyo cromoéforo es el ll-cis-retinal; posee una amplia banda de absorcion
espectral, pues con A desde aproximadamente 300 nm (luz ullravloleta) hasta
570 (Kong and Goldsmith, 1977), la r se en
prelumino~rodopsina, posteriorincnte en Iummo—rodopsina y ﬂnalmeme en
metarrodopsina; si en este¢ «stado otro fotén incide en el pigmento, la
metarrodopsina regresard a rudopsina (a diferencia de lo que ocurrirla en
vertebrados, donde se produciria el blanqueamiento y la liberacién del
retinal; Shaw and Stowe, 1982a, Goldsmith, 1972). Por otra parte, al igual

12

las: células.. retinulares; la agr i6n de las ‘cérpeas contiguas: dan:a: la:



‘otros” organismos de agua dulce, algunos‘crustaceos posecn un pigmento
visual ~cuyo cromoéforo es 3-dehidro-retinal (porfiropsina), el cual tiene la
capacidad 'de” absorber luz con A mayor (lo cual ha sido interpretado
evolutivamente como una adaptacién al! ambiente fluvial y/o lacustre, donde la
.7.turbldez puede impedir la llegada de X menores; Bridges, 1972},

x " El acocil Procambarus clarkil posee un sistema visual a base de
- rodopsina~porfiropsina (Susuk{ et al, 1984), donde la concentracién de
rodopsina en las células retinulares es mas constante, mientras que la de
porfiropsina varfa a lo largo del afio. Estos pigmentos desaparecen
rapldamente cuando }a temperatura se mantiene a 25°C en condiciones de
fotoperiodo o de iluminacién constante, mientras que no se modifican en
obscuridad constante o cuando la temperatura ronda los 10°C, sin importar el
patrén de iluminacién (Susuki et al, 198S).

Al igual que numerosos invertebrados, los crustaceos exhiben conspicuos
ritmos circadianos. Las observaciones realizadas en animales intactos
sugleren la existencia de smas de un marcap. circadi en el
nervioso, pero los experimentos de ablacion no han sido conclusivos en
sefialar su ubjcacién. $in embargo, varlas estructuras (particularmente el
pedunculo ocular) han mostrado mantener actividad circadlana ritmica {(n
vitro; tanto la sensibilidad retiniana como la actividad neurosecretoria
despliegan ritmos circadianos en el pedinculo ocular alslado, pero también

s son responsivas a las influencias sincronizadoras de otras regiones del
sistema nervijoso, particularmente del ganglio supraesofagico. De tal manera,
ei modelo que mejor respalda las observaciones experimentales hasta la fecha
es el basado en varios marcapasos distribuidos en el sistema nervioso, cuyo
acoplamiento parece ocurrir, dentro de un nivel neuroend6crino de integracion
{Aréchiga, 1992). A tal respecto, consideremos el ritmo circadiano de
sensibilidad retintana: Contando con que el ritmo en la amplitud de la
resp a del r a la luz d de de tres variables (la ganancia de jos
proplos fotorreceptores, la migraclén de los pigmentos proximales en las
células retinulares y en las del cono cristalino para los pigmentos
distales}), se observé que el umbral! de los pigmentos proximales es mucho
menor que el de los distales al comparar la oscilacién bajo luz tenue (4
luxes) e intensa (270 luxes); la oscllacién en la sensibilidad del receptor
encontrada a 4 luxes era debida al desplazamiento ritmico de jos pigmentos
proximales, mientras que {a encontrada a 270 luxes se debia al desplazamiento
de los pigmentos distales. Podrla pensarse que el marcapasos que dictaminaba
ambas oscilaciones se encontraba en el ojo si extirpdndolo se mantenfan ambos
ritmos, pero los resultados del experimento indicaron que, mientras la
migracién de los pigmentos proximales depende del marcapasos del pedunculo
ocular, la migracién de jos pigmentos distales requiere de neurosecreciones
provenientes del gangllio supraesofagico (Aréchiga, 1992).

EL RITMO CIRCADIANO DE AMPLITUD ELECTRORRETINOGRAFICA.

Se denomina Electrorretinograma (ERG) al registro extracelular de los
cambios de voltaje que se llevan a cabo en el ojo como respuesta a un
estimulo luminoso, midiendo la diferencia de potencial que se desarrolla a
través de la resistencia del fluido extracelular que separa al electrodo
activo (que se coloca dentro o en la cercanla del ojo) del electrodo
indiferente {colocado en alguna regién inactiva cercana), reflejando la suma
de actividad que se produce en el sistema visual (reveladas por la magnitud y

13



olaridad del ERG} d diendo de la Intensidad y duracién del estimulo (Shaw
nd-, Stowe, 1982b). El ERG posee dos componentes principales, HI y HII, (Flc
‘correspondiendo el primero al encendido del estfmulo luminoso, mientras
que .el segundo se mantiene todo el tiempo que dure la estimulacién luminosa

i/{Naka y Kuwabara, 1959).

Implantando microelectrodos en diferentes elementos de la via visual del
acocil Procambarus clarktl, Aréchiga y Wiersma (1969} demostraron la
existencia de cambios periédicos en la amplitud del electrorretinograma y en
la frecuencia de disparo de las interneuronas que integran la informacién
sobre la Intensidad lumi T lando mayor ibilidad a la luz durante
la noche que durante el dla; caracterizando las propiedades de! ERG en
Procambarus bouvieri, Aréchiga et al (1973) comprobaron que los cambios de
amplitud del ERG correspondlan a un ritmo circadico tipico de un animal
nocturno, donde l!a longitud del periodo dependia de la cantidad de |uz
recibida por el acocil.

SENSIBILIDAD ESPECTRAL DEL RITMO ERG DEL ACOCIL DURANTE LA ONTOGENIA.

Ontogenia es la historia de vida del organismo individual, incluyendo su
construccion fisica desde el huevo fertilizado, la maduracién funcional de
sus sistemas conductual, homeostatico y reproductivo, hasta el declinamiento
de los mismos con la edad (Davis, 1984). Dado que muchas funciones
conductuales, fisiologi: y bioq I presentan ritmicidad circadiana, la
ontogenia de cualquier funcién particular podria incluir la aparicién y
modificacién de controles ritmicos. Ritmos circadianos diferentes son a fin
de cuentas dependientes entre sl; tanto si son controlados por un marcapasos
circadiano Unico o por varios, los ritmes que llegan a manifestarse estardn
organizados temporalmente entre si y con el ambiente, puesto que los
marcapasos, las vias de expresién de los ritmos y los mecanismos de
sincronizacién son todos parte del sistema circadiano. Asi, la ontogenia de
los sistemas circadianos debe incluir los intermediarios constitutives y
fisiolégicos requeridos para que las partes del sistema aparezcan y se
organicen, modificando la forma del ritmo, su fase y su amplitud.

Fanjul-Moles y Fuentes-Pardo (1988), encontraron cambios a lo largo de
la ontogenia del acocil, de tal manera que los mas jévenes (formas
postembrionarias) poselan mayor sensibilidad a las A cortas (uv, azul}, la
cual va disminuyendo (sobre todo para el uv) hasta un minimo en estado
adulto; la respuesta a las A mayores (verde y rojo) aparece en las etapas
posteriores del desarrollo, incrementandose progresivamente (particularmente
en el caso del verde) hasta alcanzar un maximo en el adulto. Aunque se maneja
la hipétesis de que durante el desarrollo pueda existir un cambio en la
capacidad de los pigmentos retinulares para responder diferencialmente a
distintas A, estos resultados parecen indicar un desarrollo asimétrico de las
poblaciones de fotorreceptores sensibles a A cortas y A largas; dicho
desarrollo asimétrico parece depender  del sistema neurcendocrino,
posiblemente a través de la sintesis de la opsina relacionada con el
3-dehidro-retinal (Fanjul-Moles et al, 1991). Para probarlo, Fanjul-Moles et
al (1992) estudiaron los parametros del ritmo ERG de Procambarus clarkii de 2
a 12 semanas y adultos, en oscilacibn espontdnea, bajo pulsos de prueba
azules, rojos o blancos, encontrando una sensibilidad maxima del sistema
circadiano a luz monocromatica en organismos de 8 a 12 semanas de edad, la
cual se desvia a través del desarrollo del azul al rojo entre las 8 y 16
semanas, estabilizandose en el adulto
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Fig. 8.- Electrorretinograma.

El ERG posee dos componentes principales, Hl y HII, correspondiendo el
primero al encendido del estimulo luminoso, mientras que el segundo se
mantiene todo el tiempo que dure la estimulacién luminosa (Naka y
Kuwabara, 1959).



"Es ‘debido al ‘asombro,
mbre ‘empieza“ a Tilosofar,
... y el asombro esta,
del e tof

Aristételes.

- JUSTIFICACION:

| Durante el desarroilo de!. acocil el ritmo ERG muestra una sensibilidad
.diferenclal a luz monocromatica; lo anterior se manifliesta por diferenclas en
los parametros del ritmo (periodo, amplitud relativa y relacién a/p ) durante
" el "desarrollo, las cuales se hacen menores en el animal adulte. Existe un
periodo en la ontogenla del animal (entre las semanas 8" a 16" en el cual
estas diferenclas son muy evidentes (Fanjul-Moles et al, 1992). Dicho periodo
parece representar una fase del desarrollo en la que los posibles osciladores
que subyacen al ritmo son muy sensibles a longitudes de onda particulares, lo
cual suglere la presencia de al menos dos grupos de osciladores circadianos,
uno sensible a luz roja y otro a luz azul.

HIPOTESIS:

Si las caracteristicas de ritmo ERG a la luz de alta frecuencia (azul) 'y
de baja frecuencia (roja) estdn significando la presencia de osciladores
circadianos distintos, entonces esperaremos que las curvas de respuesta de’
fase  (que representan la " sensibilidad del sistema circadiano a -la - luz);
btenidas bajo di de luz azul o luz roja presenten una sensibllidad
diferente en estas edades (8 a 16 semanas).

OBJETIVOS: )

Construir curvas de respuesta de fase para pulsos de luz monocromatica,
azul o roja, con 30 minutos de duracién, y determinar si existen diferencias.
entre ‘la sensibilidad del sistema circadlano del acocil durante este peri d
para las dos A utilizadas. - el - S




plearon . 48. acociles’ de " 1a ~especie ~ Procambarus ' clarkii, . sin’
exo, . cuya 'edad: oscilaba ‘entre "2 -y 4 meses  post-eclosién
currida’ en ‘el - laboratorio). Previamente = al - experimento, ‘los organismos
mantenidos’ en condiciones de- fotoperiedo 12:12, es decir, 12 horas de
. 12 . de - obscuridad, en ‘acuarios. forrados con papel aluminio para evitar
la‘entrada de”luz entre las 18:30 hrs-y las 6:30 hrs. Se les alimentaba. cada
er dfa’con verdura cocida, manteniendo aereacién constante del agua.

“ REGISTRO ELECTRICO:

'Fafa’ el registro de ERG, se inmovilizaba al organismo sobre una malla de

e plastico 'y ‘se . introducia en una. cAmara humeda, mantenida en obscuridad y

temperatura (16:1°C) constante, de tal manera que el agua de la misma pudiera
legar - hasta las branquias, pero sin mojar los ojos. Hablendo inmovilizado
los pedunculos oculares con una pequefia pieza de algodén, se implantaba en la
“zona de la cérnea un electrodo de acero con punta de 5 a 10 pum. de diametro,
el ‘cual se conectaba al poligrafo (Grass mod. 79E) a través de un
preamplificador (Grass mod. 7PI122E); el electrodo indiferente se sumergia en
‘el agua de la caAmara. Cada !5 minutos se aplicaba un destello luminoso de 15
ps..a 5.1 pEinsteins M™° s™° (fotoestimulador Grass PS22), y se registraba la
amplitud electrorretinografica tanto en papel como a través de una tarjeta
PC-LabCard modelo- PC-812, que permitia la captura de la sefial en una PC
{programa CapERG) (Fic. #. Los datos obtenidos en diskette se vaciaban
directamente a hoja de calculo, graficindose las variaciones de la amplitud
ERG con respecto al tiempo, de tal manera que pudieran determinarse los
paradmetros del ritmo. Tras al menos 4 dias en oscilacién espontanea, se
aplicaba un pulso de 30 minutos de luz mo{mcromatica (azul, A=400-S00nm o
rojo, A=600-700nm} de 200x10™ watts /mzseg . de modo que tras otros 4 dias de
oscilacién espontanea pudieran determinarse los cambios de fase (adelantos o
- retrasos) sufridos por el ritmo ERG.

ANALISIS DE RESULTADOS:

En la figura 10 se muestra un registro de ERG con los datos en crudo,
graficandose la variacion de la amplitud en milivoltios (mV) del ritmo ERG a
lo largo de los dfas de registro; puede apreciarse claramente la oscilacién
espontanea en los 5 primeros ciclos, y tras la aplicacion del pulso (en este
caso de luz roja) se observa la perturbacién sufrida por el ritmo durante los
periodos transitorios, para finalmente estabilizarse. En la figura 11 se
presenta un detalle de la figura 10, mostrando los parametros circadianos a
determinar: el periodo (r, que se obtuvo midiendo la longitud de dicho
pericdo, considerada desde el inicioc de actividad de un ciclo hasta el inicio
de actividad del siguiente), la fase de actividad («, considerada desde el
momento del ciclo en el cual la amplitud equivale a un 507 del méximo, hasta
el momento en que regresa a tal magnitud tras haber alcanzado el punto mas
alto de la oscilacién) y el Tiempo Circadiano (CT, que se calculo
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Periodos

T Transitorios
Oscilacién Espontdnea Ritmo con la
Pulso Rojo Nucva Fase

24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Tiempo Externo C(hrs)

Fig.10,- Ritmo en oscilacién espontanea.

Se muestran los datos en crudo obtenidos de un registro de ERG; la
primera parte corresponde a las variaciones de amplitud de! ritmo ERG en
oscilacién espontdnea, que es seguida tras 5 dias de registro por la
aplicacion de un pulso de luz monocromatica; tras la perturbacion
observada en el ritmo durante los ciclos transitorios, se reestablece la
oscllacién, con una nueva fase en la mayoria de los casos como efecto
directo del pulso de luz aplicado.
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)

Inicio de activida
Fin de actividad

Fig.it.- Pardmetros del Circadianos del ritmo ERG.

Los parametros circadianos del ritmo ERG a determinar son: Duracién del
periodo (T, obtenido midiendo la longitud desde el inicio de actividad
de un ciclo hasta el inicio de actividad del siguiente); la fase de
actividad («, considerada desde e! momento del ciclo en el cual la
amplitud equivale a un S50% del maximo, hasta el momento en que regresa a
tal magnitud tras haber alcanzado el punto mas alto de la oscilacién);
la fase de reposo (p, considerada desde el momento del ciclo en el cual
la amplitud equivale a un 507 del minimo, hasta el momento en gque
regresa a tal magnitud tras haber alcanzado el punto mas bajo de la
oscilacién); y el Tiempo Circadianc (CT, que se calculé normalizando
cada ciclo con respecto al periodo de 24 hrs, es decir, cada hora
circadiana equivalia al cociente T/T, donde t corresponde al periodo del
ritmo y T al periodo del ciclo externo, considerado como 24 horas al
estar aislado de oscilaciones externas).
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normalizando cada’ ciclo con respecto ai perlodo’ de 24" hirs, es declr, cada
hora;circadiana equivalfa al cociente /T, donde .t correspondc al: periodo. del

lado de oscilaciones externas). y -

S Para determinar la magnitud de los cambios de rasc ocurridos” tras la
) perlurbaclén provocada por el estimulo luminoso, y con ellos construir la
Curva ' de- Respuesta de Fase, se sigui6 el método de Enright  (1981), . que
v _consiste en graficar las fases de actividad de cada periodo como barras
" horizontales paralelas, una abajo de la otra a lo largo del eje .de las
“‘ordenadas,” a manera de los peldafios de una escalera, donde la longitud
corresponde a la duracién del periodo de actividad, medida con respecto al
eje de las abscisas, que representa el tiempo externo Fic 12); en dicha
figura 12 se muestra este método, tomado de uno de los experimentos
realizados en esta tesis (particularmente, el mostrado en la figura 10);
-puede - observarse claramente que el inicio de actividad (apreciable en la
grafica como el punto donde inicia cada una de las barras que representan los
perlodos de actividad del organismo) va corriéndose hacia la derecha desde el
dfa | hasta el S5, lo cual indica que en este caso el ritmo es mayor a 24
“horas al ser mantenido en oscilacién espontanca; en el dia 5 se aplica un
pulso de luz roja, en la hora circadiana 16, notandose cierta perturbacién en
ese mismo. dia, pues disminuye la longitud correspondiente a la fase de
actividad; dicha perturbacién sufrida por el ritmo puede observarse muy
claramente en ¢l dia 6, pues atrasa su inicio de actividad hasta las 24 horas
de tiempo externa y adelanta su término de actividad con respecto a los dlas
anterijores. Para el dia 7 el ritmo ha empezado a estabilizarse, y en el dia
8, tras los 3 periodos transitorios el ritmo se ha estabilizado: Es en este
‘momento que Se procede a cuantificar el cambio de fase producido por la
aplicacién del pulso, de tal manera que se traza una regresién lineal entre
los iniclos de actividad de los 4 primeros dias, y se extrapola en qué punto
deberfa iniciar la actividad del octavo dia, tras los 3 transitorios
anteriormente mencionados. Como podemos apreciar en dicha figura, el iniclo
de actividad se presenta 3 horas antes de lo esperado, lo cual corresponde a
graficar en nuestra CRF para luz roja un punto de 3 horas de adelanto en la
hora circadiana 16, que fué a la cual se aplicé el pulso. Resulta pertinente
hacer notar que a partir del momento de aplicacién de! pulso, los inicios de
actividad dejan de correrse a la derecha, y empiezan a hacerlo hacia la
izquierda; esto se decbe a que el ritmo, independientemente de! cambio de fase
provocado por el pulso de luz monocromatica (que se revela como la diferencia
entre la hora a la cual se esperaba el Inicio de actividad y la hora a la que
realmente ocurre tras la aplicacion del pulso), sufrié un cambio de periodo;
cuando se corria hacia la derecha, el ritmo tenia un periodo (¥) mayor de 24
horas, mientras que al correrse hacia la izquierda revela que t se ha hecho
menor de 24 horas.

Para la construccién de las CRF's se repite el anterior procedimiento
para cada punto que se desea obtener; se deja al organismo en oscilacién
espontdnea, se aplica un pulso, se mide el cambio de fase producido por el
mismo, se grafica y asi sucesivamente hasta obtener dos puntos cada dos horas
circadlanas. Tras la construccion de las CRF's, se procedié a calcular el
area total bajo la curva, tanto para atrasos como para adelantos, con la
finalidad de obtener la relacién D/A (area total de retrasos entre area total
de adelantos), lo cual es un parametro que permite describir y analizar las
caracteristicas de las curvas.
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Pulso de lux roJja.
Tiempo Ciroadianc 16,

“Cambio de

a4 'y
Tiempo Externo (Hrs)

Fig12.- ‘Método de Enright para determinacién de los cambios de fase,

- Se han graficado las fases de actividad de cada periodo como las barras
hor ales que ialmente representan en ordenadas los dlas
transcurridos, mientras que la longitud de cada una de ellas corresponde
a.la duracién del periodo de actividad, medida con respecto a! eje de
las abscisas, que muestra el tiempo externo; el inicio de actividad va
corriéndose hacia la derecha desde el dfa 1 hasta el 5, indicando que el
ritmo es mayor a 24 horas; en el dfa 5 se aplica un pulso de luz roja,
en la hora circadiana 16, notdndose cierta perturbacién en ese mismo
dia, pues disminuye la longitud correspondiente a la fase de actividad;
dicha perturbacién sufrida por el ritmo puede observarse muy claramente
en el dla 6, pues atrasa su Inicio de actividad hasta las 24 horas de
tiempo externo y adelanta su término de actividad con respecto a los
dfas anteriores. Para el dia 7 el ritmo ha empezado a estabilizarse, y
en el dla 8, tras los 3 periodos transitorios el ritmo se ha
estabilizado: Es en este momento que se procede a cuantificar el cambio
de fase producido por la aplicacién del pulso, de tal manera que se
traza una regresién lineal entre los inicios de actividad de los 4
primeros dias, y se extrapola en qué punto deberfa iniciar la actividad
del octavo dia, tras los 3 transitorios anteriormente mencionados. Como
podemos apreciar , el inicio de actividad se presenta 3 horas antes de
lo esperado, lo cual corresponde a graficar en nuestra CRF para luz roja
un punto de 3 horas de adelanto en !a hora circadiana 16,
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ESCRIPCION DE L)\S ‘CURVAS DE RESPUESTA DE FASE:

En fa:; abscxsa esta reprcscn!ado cl licmpo circadiano (tc¢) del animal y
n:.la:.ordenada:la magnltud de los cambios de fase obtenidos al aplicar el
pulso ‘deluz (azul o roja) en las diferentes horas circadianas. Los adelantos
. .'de.fase se.representan con el signo + y los retrasos con el signo -. La noche
-subjetiva del animal se considera desde las 12 hrs. tc, que corresponde ai
‘‘comienzo de la maxima sensibilidad visual representada por el ERG {momento
- que coincide con el Inicio de actividad del organismo, en el cual la amplitud
“del” ritmo equivale a un SO% de la amplitud maxima del ciclo circadiano),
~Tinalizando. a las 24 horas tc (que marcan el fin de actividad del organismo
al  alcanzar el S0% de la amplitud minima de un ciclo circadiano: De ' tal
manera, un dla circadiano estaria representado de las O a las 24 horas tc.

a) CURVA DE RESPUESTA DE FASE PARA LUZ AZUL:

En la figura 13 se encuentra representada la curva de respuesta de fase
del ERG obtenida para pulsos de luz azul en 24 experimentos (cada punto
representa el promedio de 2 registros). Todas las horas del dia subjetivo, es
decir, desde Jas O hasta las 12 horas de tiempo circadiano (tc) presentan
moderados retrasos -(hasta de 4 horas maximo, en el tc 2), pero en el tiempo
tircadlano 12 (inicio de la noche subjetiva) inicia una zona de adelantos que
flega a un méaximo de 6 horas en el tiempo circadiano 14; posteriormente, en
el tiempo circadiano 16 la curva se invierte para iniciar una zona de
retrasos, alcanzando un maximo de 7 horas en el tc 18; a partir de este punto
la curva vuelve a desplazarse hacia la zona de adelantos, mostrando una
pequefa regién de hasta 2 horas de adelanto en el tc 22, para descender a 0
en el tc 24, El area total de retrasos es 4 veces mayor que la de adelantos,
con una relacién D/A (retrasos/adelantos) 16/4=4, Tanto en los tc O y 12, no
ocurren cambios de fase.

b} CURVA DE RESPUESTA DE FASE PARA LUZ ROJA.

En la figura 14 se encuentra representada la curva de respuesta de fase
del ERG obtenida para pulsos de luz roja en 24 experimentos (cada punto
representa el promedio de 2 registros). En ella puede observarse que en el tc
0 la curva muestra adelantos de 4 horas, que se continuan con una regién de
adelantos moderados, los cuales van reduciéndose para llegar a O en el tc 3;
posteriormente la curva-continua descendiendo para formar un area grande de
retrasos, que encuentran su maximo en el tc 9, con retrasos de 11 horas. A
partir de este punto, la curva asciende hacia la zona de adeiantos, cruzando
por O en el tc 10, y manteniéndose en este lado de la curva hasta el tc 24
(toda la noche subjetiva), con un maAximo en los tc 18 y 20 de 10 horas. De
esta manera, la regién de maximos avances se encuentra en la noche subjetiva,
mientras que en el dia subjetivo predominan los retrasos, salvo el pequefio
pico de adelantos al Inicio del mismo. Los estimulos aplicados en los tc 10 y
tc 14 no producen cambios de fase. El area total de avances es mayor que la
de retrasos, con una relacién D/A = 6/14=0.428S.
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En la figura 15 se comparan las diferencias encontradas entre las curvas
‘de respuesta de fase para pulsos de luz roja y azul, observindose una clara
relacién en espejo durante la noche subjetiva tardia (de las 16 a las 24
horas circadianas), de tal forma que cuando la luz azul produce los maximos
retrasos que puede inducir, la luz roja provoca los maximos avances de fase.

En la figura 16 se muestra una curva de respuesta de fase obtenida para
luz blanca con animales de {a edad utilizada en este trabajo (modificada de
Fuentes-Pardo, Fanjul-Moles y Moreno-Saenz, 1992). En dicha figura se pueden
observar retrasos en gran parte del dia subjetivo y en la noche subjetiva
temprana, mientras que en la noche subjetiva tardla predominan los retrasos;
resulta interesante observar que existe una hora en la noche subjetiva
(aproximadamente las 17 horas tc) en la cual se presentan tanto adelantos
como retrasos de considerable magnitud, correspondiendo dicha hora con la
zona de adelantos y retrasos en espejo, anteriormente mencionada, de nuestras
CRF's para luz azul y roja; igualmente puede apreciarse una zona de
insensibilidad entre las 22 y las 2 horas te.
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edltar sobre el tlempo.
y ‘sobre’el mlst:rlo de la transicién
creatlva de'la naturaleza sin sentirse
agobiado por las abrumadoras limitaciones
de la inteligencia humana.”

Alfred North Whitehead.

‘The Concept of Nature.

Los -resultados de esta tesis parecen confirmar la proposicién de
Fanjul-Moles et al (1992) y por lo tanto la hipétesis presentada; aunque en
" este trabajo no se estudi6 la dlferencia:lbn de los dos sistemas propuestos
.como osciladores circadi a longitudes de onda corta y larga a
través .del desarrollo, si se hizo el estudio de dichos sistemas a partir de
«]a edad en la que el ritmo de amplitud de ERG obtenido para luz blanca ha
desarrollado i de sincronizacién (desde las 8 a las 20 semanas) y la
noche subjetiva del animal es coincidente con la maxima actividad, como es
propio de un anima! nocturno (Fuentes-Pardo et al, 1992). Antes de esta edad
la actividad maxima del animal se encuentra en el dia subjetivo (Fanjul-Moles
et al, 1987) quizd debido a que a que el acoplamiento entre el sistema
marcapasc y la salida del ritmo no estan bien desarrollados. Lo anterior se
debe probablemente a que los procesos postembrionarios de maduracién
neuroendécrina parecen ser lentos en este tipo de crusticeos (Novales, 1973).

Las curvas de respuesta de fase se han utilizado como una herramienta
para evalvar la sensibilidad diferencial a la iuz de los ritmos circadianos
(Pittendrigh, 1981), lo cual es fundamental para que se lleve a cabo Ia
fotosincronizacién. En trabajos anteriores se demostré que la curva de
sensibilldad a los pulsos de luz blanca madura relativamente tarde en el
acocil (Fanjul-Moles et al, 1987, Fuentes-Pardo et al, 1992). En estos
trabajos sc encontré que la CRF a la luz blanca de los animales menores a dos
meses de edad muestra dos picos de sensibilidad fética durante el ciclo
circadiano, en tanto que la curva de los animales mayores a 2 meses presenta
sendos picos de adelantos y retrasos cn la noche subjetiva del animal y
retrasos relativamente importantes en el dia subjetivo. Lo anterior
diferencla esta curva de la del animal aduito, la cual presenta un solo pico
de sensiblilidad en la noche subjetiva y es muy poco sensible en el dia
subjetivo (Fuentes-Pardo y Ramos-Carvajal, 1983).

La sensibilidad del ojo del acocil a diferentes longitudes de onda (A),
muestra durante la ontogenia una diferencia importante en cuanto a la
sensibilidad de los fotorreceptores a las 2 A estudiadas en esta tesis
(Fanjul-Moles y Fuentes-Pardo, 1988). En los animales mas jovenes aparece
tempr e una r a a la luz azul, igual o de mayor intensidad que a
la luz blanca. Sin embargo la sensibilidad a luces de la misma intensidad es
mas tardfa y su respuesta se hace muy evidente a los 2 meses de edad aunque
en el animal adulto siempre va a ser comparativamente menor que la respuesta
al azul o al verde. Lo anterior evidencla que los fotorreceptores
involucrados en la deteccién de las longitudes de onda larga (600-700 nm.)
presentan un desarrolio tardio y siempre tienen una menor sensibilidad, la
cual aparentemente depende de factores importantes como es la temperatura
(Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo, 1991). Sin embargo al estudiar la tuz roja
como destello de prueba para obtener el ERG y compararla con la luz de prueba
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e’ encontrd ‘que aunque la amplitud de! ERG obtenido con luz roja siempre
s menor, “el ‘ritmo que aparece bajo este tipo de destellos se caracteriza por
posecer : parametros circadianos mas conspicuos, sobre todo entre las 8 y 12
‘semanas- de edad (Fanjul-Moles et at, 1992). Lo anterior parece indicar una
mayor. ia del si cir i que del sistema [otorreceptor, 'y por
otra. parte una marcada sensibilidad del sistema circadlano a dicha longitud
de onda en esta etapa de la vida del animal, puesto que la respuesta del
.sistema’ circadiano tanto a la longitud de onda corta como a la larga parecen
_estabilizarse durante el desarrollo. En el animal adulto nunca se observan
diferencias tan notables en los parametros circadianos a las diferentes
tongitudes de onda como en la etapa sefialada anteriormente.

Las CRF obtenidas en esta tesis parecen reflejar esta sensibilidad
diferencial, los cambios de fase obtenidos para la luz roja son de una
magnitud mayor que los de la luz azul, lo que reficja una mayor sensibilidad
del sistema circadiano a esta longitud de onda. La CRF obtenida para tuz azul
se caracterjza por presentar cambios de fase de una magnitud menor en el dia
subjetivo, y estos cambios siempre son moderados (~3 hrs.) al principio del
dia subjetiva y tienden a hacerse menores (-1 hora) al final del dia
subjetivo. En cambio, en la noche subjetiva del animal se puede observar una
zona de retrasos y adelantos entre las 14 y I8 horas tc, cuyo valor maximo es
"de -7 horas a las I8 horas tc, lo que parece coincidir con el pico de
sensibilidad a la luz encontrada por Fuentes Pardo et al (1992) en la CRF
obtenida bajo luz blanca (ver fig. 16}, aunque en esta curva los cambios de
fase son mucho mayores para los adelantos (hasta +12} que para los retrasos
(hasta -8 horas). En general la CRF obtenida para luz azul parece ajustarse
al patron biasico de respuesta propusto por Pittendrigh (1981), aunque parece
estar retrasada con respecto a este patrén (retardos al final del dia
subjetivo y noche subjetiva temprana y avances de fase en la noche subjetiva
tardia y dfa subjetivo temprano). En la curva para luz azul se presenta un
pequefio avance at final de la noche {+2 horas tc), lo que hace tomar a la
curva un aspecto bimodal. Sin embargo hay que tener en cuenta que cada punto
mostrado en esta curva es anicamente el promedio de dos puntos, y requiere un
reforzamiento de toda la casulstica. En la curva obtenida con pulsos de luz
roja se encontré una sensibilidad exagerada a la luz durante el dia
subjetivo, con retrasos muy grandes al final de éste (-1l horas). En general
son raras las CRF's que presentan una sensibilidad tan grande en el dla
subjetivo, durante el cual, ain en los animales diurnos se observa una
relativa insensibilidad. Sin embargo, se han reportado cambios de fase
relativamente grandes en el dia subjetivo del murciélage Hipposideros speoris
(Joshl y Chandrashekaran, 1984). En este animal, la longitud de onda de 520
nm evocH de fase axi en el dia subjetivo, mientras que la
longitud de onda corta provocé avances de menor magnitud (mas evidentes al
inicio de 1la noche subjetiva). Sin embargo, en el TC 18, la magnitud
producida por las dos A es de igual magnitud pero en espejo, es decir, en A
corta produce retrasos mientras que la larga produce adelantos; las A mayores
a 520 nm no producen cambios de fase.

En un trabajo sobre la sensibilidad espectral del ERG en formas adultas
del acocil Procambarus bouvierl Inclan-Rubjo (1991} report6 resultados
similares a los de esta tesis, aunque la CRF obtenida para luz azul en su
trabajo es muy similar a la de rojo reportada en esta tesis, con una amplia
zona de avances en la noche subjetiva y de retrasos en el dfa subjetivo, en
tanto que la CRF reportada por esta investigadora para 632 nm es muy similar
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a la reportada en esta tesis para A corta, con retrasos en el dia subjetivo y
adelantos y retrasos en la noche subjetiva. Esta curva, al Igual que la
reportada en esta tesis, tiene una forma bimodal; sin embargo hay que hacer
notar que tanto la duracién como la intensidad de la luz utilizada por
Incldn-Rublo fueron mucho mayores.

A pesar de la complejidad de las curvas obtenidas en este trabajo de
tesis, los componentes de adelantos y retrasos obtenido para ambas curvas de
luz moniocromética parecen superponerse para dar lugar a la curva obtenida por
Fuentes-Pardo et al en 1992 para luz blanca en animales de la misma edad {ver
fig 17). Los retrasos del azul y adelantos del rojo a las 17 TC
corresponderian a la zona de transicién con avances y retrasos méaximos a esta
hora circadiana en la curva de luz blanca, mientras que los retrasos a las 10
horas tc, en el dia subjetivo tardlo, parecen poseer el componente de atrasos
de la curva obtenida para luz roja.a la misma hora. Los efectos de adelantos
y retrasos entre la O y las 4 tc que se encuentran en las curvas para roja y
azul parecen cancelarse en la curva obtenida para blanco, en la cual se
muestra una sensibilidad minima para la luz entre las 24 y 4 horas tc.

Los resultados de esta tesis son complejos, y aunque parece cumplirse la
hipétesis de que la luz monocromatica incide sobre un sistema formado al
menos por 2 lotes de osciladores, dichos osciladores muestran un
comportamiento mas complejo de lo esperado; la luz monocromatica incide no
solamente en los pigmentos proximales y distales involucrados en el ritmo,
sino tambien en el el pigmento reflector y aun en las propias células
retinulares, que presenten una sensibilidad espectral diferencial (Nasaki,
1969): Aunado a la existencia de un fotorreceptor extrarretiniano a nivel del
ganglio supraesofagico (que parece estar involucrado en la sincr del
ritmo; Sandeman, 1990}, todos los elementos involucrados en la oscilacién de
1a amplitud del ERG poseen sensibilidades espectrales distintas.

Por otra parte, no debemos olvidar que aunque se utilizaron animales de

8 a 20 semanas, que deben presentar un ritmo bien establecido, existe cierta
labilidad del ritmo durante cl crecimiento del animal, la cual se refleja en
la duracién del periodo (t). Daan y Pittendrig (1976¢c) sugieren relaciones
interesantes entre el periodo y la forma de la CRF, en especial con ja forma
de la CRF; en especies con t corto, es mayor la relacién D/A que en especies
con T mayores. Esta tendencla interespecifica también se presenta en
individuos de la misma especie. Cuando T es acortado, debido a un postefecto
por la sincronizacién previa, la relacion D/A aumenta. En la curva

para luz azul reportada en esta tesis, la relacién D/A es mayor que en la
curva para luz roja; lo anterior podria indicar que la luz azul tiende a
atrasar el sistema, mientras que la luz roja tenderfa a acortar el periodo,
retrasandolo, indicando la presencia de dos sistemas osciladores que podrian
corregir el periodo del ritmo de acuerdo con los requerimientos adaptativos
del mismo, es decir, acortandolo y por lo tanto adelantando el sistema o bien
alargandolo y por lo tanto atrasando el sistema de acuerdp con las
condiciones  estacionales que lleven implicito el crecimiento del dia
geofisico; considerando el caso de un organismo nocturno, el cual solamente
estaria expuesto a la luz (y por ende, seria responsivo a la misma} cuando
sale de su guarida (al caer el sol # iniciar su periodo de actividad, lo cual
corresponde a las primeras horas de la noche subjetival y cuando regresa a
ella (al despuntar el alba, terminando asi su periodo de actividad durante
las ualtimas horas de la noche subjetiva), Colin Pittendrigh y Serge Daan
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(1976) han modelado teéricamente, que el inilcio y el final- de la oscilacién
clrcéddica "en animales nocturnos se controla medlante la interaccién de dos
‘osciladores acoplados entre si; el oscilador ATA (que determinarfa la
sincronizacién del ritmo en base a las caracteristicas de la luz existente en
“.el atardecer) y el oscilador AMA (que sincronizaria el ritmo detectando la
luz de las primeras horas de] dia); observando las diferencias entre las
curvas de r de fase obtenidas para luz azul y roja, y su relacién con
la descrita para luz blanca, resulta muy atractivo el considerar confirmada
Ja existencla de al menos dos sistemas osciladores involucrados durante la
ontogenla en el ritmo ERG de! acocil, los cuales muestran una respuesta
acoplada cuando se obtiene ERG con luz blanca. De acuerdo con lo propuesto
por Pittendrigh y Daan (1976}, las caracteristicas de las curvas de respuesta
de fase descritas impli fan el 1. a lo Jargo de la ontogenia, de
2 sistemas, uno con capacidad de responder con retrasos a la luz del
atardecer (el de juz azul, por su capacidad de provocar ligeros atrasos en
las Wltimas horas del dia subjetivo y las primeras horas de la noche
subjetiva, con una relacibn D/A = 4) y otro con capacidad de responder con
adelantos a la luz de la mafiana (el de luz roja, puesto que produjo los
mayores adelantos en las ultimas horas de la noche subjetiva y primeras del
dla subjetivo, con una relacion D/A = 0.4285): Por otra parte, en el trabajo
reportado por Inclan-Rubio (1991), se postulan dos grupos de fotorreceptores,
a saber V y R; pero mientras que V es responsivo a A corta y causa los
maximos adelantos de fase, R es responsivo a A larga y provoca los maximos
atrasos; esta autora propone para los fotorreceptores V y R una mayor
influencia sobre los osciladores ATA y AMA, respectivamente; aunque tal
propuesta parecerfa diametralmente opuesta a la aqul presentada, debemos
considerar que sus resultados fueron obtenidos en individuos adultos de
Procambarus bouvieri, mientras que los nuestros se refieren a juveniles de
Procambarus clarkil, en los cuales aparentemente apenas se estd dando el
o de los osclladores; otro factor a considerar seria que los
pulsos de luz monocromatica aplicados en este trabajo fueron de Intensidad y
duracién mucho menores a los utilizados por Inclan-Rublo, lo cual podria
originar diferencias por el mero fento de los fu i 0! en
condiclones de iluminacién intensa. :




"La: satisfaceién
de observarta y comprenderla,
es el .mas maravilloso: don
de la naturaleza".
Albert Einstein.

Puesto’ que- la  idea central de este trabajo fué aportar al campo de
conocimlento basico de los ritmos circadlancs, al describir la capacidad de
la luz monocromatica para producir cambios de fase en el ritmo ERG, durante
la’ ontogenia del acocil, existen variadas perspectivas para continuar la
presente investigacién, que se pueden desprender en varias lineas de trabajo:
Primeramente, profundizar el estudio de las CRF’s para luz azul y roja
durante la ontogenia, aumentando la casufstica y procurando cubrir cada una
de las horas circadianas con al menos tres puntos; en segundo lugar, podria
explorarse el papel sincronizador de la luz monocromatica durante la
ontogenia de otros ritmos (como el locomotor, por ejemplo). En tercer lugar,
resultaria sumamente interesante un protocolo paralelo al aqul presentado, en
el cual se registrara el ritmo ERG con pulsos de luz monocromatica y se
aplicaran pulsos de luz blanca para en base a ellos construir la CRF.
Finalmente, quedarfa pendiente elucidar las vias neurales y neuroendécrinas
que permiten la sincronizacién de! ritmo ERG por luz monocromatica, los
mecanismos y etapas de maduracién que se deben atravesar para dar el pleno
acoplamiento de los osciladores aqui propuestos, asi como describir la
blcacion y funch i de dichos iladores.
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