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RESUMEN

La ntmicigad circadiana es el resultado de una compleja integracion entre los
ritmos endogenos y las sefiales ambientales. Los ritmos se acoplan a estas sefiales
ambientales a través de su capacidad para ser sincronizados. En el acocil Procambarus,
coexisten una gran cantidad de funciones con ritmicidad circadiana que se regulan por la
cantidad de luz que capta el organismo. Se conocen dos sistemas de fotorreceptores, los
retinianos y los extrarretinianos. Sabemos que existe un ritmo circadiano en la amplitud de
la respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores visuales en el ojo compuesto del acocil
(Electrorretinograma, ERG), el cual puede ser sincronizado mediante la aplicacion, sobre
los ojos, de luz blanca o luz monocromatica aplicada sobre los ojos. Por otra parte
también sabemos que estimulos unicos breves de luz blanca, aplicados sobre los
fotorreceptores caudales del sexto ganglio abdominal (60.GA), incrementan la actividad
eléctrica a lo largo de la cadena ganglionar abdominal, provocando un efecto inhibitorio
sobre la amplitud del ERG. Se sabe que el 60. GA desempefia un papel importante en la
modulacion del ritmo circadiano de actividad locomotora y del ERG. El objetivo del
presente trabajo consistio en estudiar la capacidad que tiene la luz monocromatica de
589.6 nm (luz amarilla) aplicada sobre el 60. GA para sincronizar al ritmo circadiano
ERG. Para ello trabajamos con acociles Procambarus clarkii, adultos, sin distincion de
sexo, en etapa de intermuda, a 19 °C. Cada acocil se colocaba dentro de una caja de lucita
negra dividida en dos compartimientos, con el objeto de que las porciones cefélica y
caudal recibieran regimenes luminosos diferentes. EL ERG se obtuvo con las técnicas
convencionales de registro, bajo un fotoperiodo L:O (12:12). Se trabajo con dos grupos
experimentales, para obtener registros a corto y a largo plazo. En el grupo experimental a
corto plazo se aplicaban estimulos luminosos de luz amarilla, de una hora de duracion y
400 lux de intensidad, sobre el 60. GA, y se media el valor de la amplitud del ERG, cada
10 minutos, durante cinco horas. En los registros a largo plazo el estimulo de luz amarilla
con las mismas caracteristicas descritas anteriormente. era aplicado sobre el 60. GA, al
cuarto dia de registro, cuando el ritmo circadiano se encontraba en una fase estable. Este
registro se mantenia durante seis dias mas y con los datos obtenidos se construy6 tanto la
curva de respuesta de fase estable (CRFe) como la transitoria (CRFt). Ambos grupos
experimentales se llevaron a cabo a cuatro diferentes horas circadianas (hc): 6, 12, 18 y
24. Los resultados a corto plazo muestran que : a) a la hc 6, se presenta una disminucion
importante en el valor de la amplitd, b) a la hc 12 y 18 se presentan tanto un aumento
como una disminucion en el valor de las respuestas, c) a la hc 24 no se observan efectos
sobre el valor de la amplitud. Los efectos a largo plazo muestran que la aplicacion de luz



amarilla de 589.6 nm provocan cambios en el ritmo circadiano ERG, que se manifiestan
por: a) disminucion en la amplitud del ERG después de la estimulacion, b) la aparicion de
transitorios con duracion de 36 a 48 hy ¢) cambios de fase que depende del momento de
la aplicacion de los estimulos (adelantos a las 12 y 18, y atrasos a las 6 y 24 hc). Estos
resultados ponen de manifiesto una comunicacion entrelos dos sistemas de fotorreceptores
que tenga como correlato funcional una actividad neuroendécrina que se traduzca en
cambios a corto y a largo plazo sobre la actividad circadiana electrorretinografica.
Porotraparte es posible proponer la participacion de éstos fotorreceptores en la
sincronizacion de este ritmo, repercutiendo en los mecanismos adaptativos del acocil a su
medio ambiente.



INTRODUCCION

1.- Ritmos biologicos.

La periodicidad de muchos fenomenos naturales fue un descubrimiento importante para el
hombre primitivo. Muchos afios después pudo identificarse como la presencia de eventos
periodicos no se limitaba al mundo exterior, sino que incluia eventos fisiologicos en los seres
vivos. Los fenomenos autosostenidos han sido llamados ritmos, ciclos u oscilaciones. Se considera
que la ritmicidad es una propiedad fundamental de la materia viva, presente desde los organismos
simples hasta los mas complejos. Se entiende por ritmo biologico, la recurrencia de cualquier
fenomeno dentro de un sistema biologico a intervalos mas o menos regulares. La frecuencia de los
ritmos en la naturaleza cubre un amplio espectro de unidades de tiempo, se pueden observar
ritmos que oscilan una vez cada fraccion de segundo, como por ejemplo los ritmos de actividad
eléctrica neuronal, aquellos que oscilan una vez en varios segundos, como por ejemplo el ritmo
respiratorio de los humanos, o los que oscilan una vez al afo, como el ritmo de hibernacion de los
080S.

Hay numerosas clasificaciones de los ritmos biologicos, con base en la duracion del
periodo, los ritmos biologicos se han clasificado en uitradianos, cuando el valor del periodo es
inferior a 6 horas y mayor de 30 minutos, mientras que los de mas de 28 horas y menos de 6 dias
se denominan infradianos. De la misma forma se habla de ritmos circatidales, circalunares,
circamensuales o circaanuales, si su duracion se aproxima al ciclo de las mareas, al mes lunar, al
mes o al afio sideral, respectivamente (Aschoff, 1981).

Para la mayoria de los seres vivos los ritmos que son mas evidentes son aquellos que
oscilan con una frecuencia cuya duracion es similar a la de algun ciclo ambiental. Uno de los ciclos
ambientales mas evidentes es el que resulta de la rotacion de la tierra sobre su propio eje. Los
habitos de actividad-reposo, ingesta de comida, de agua, etc., se coordinan con la alternancia del
dia y la noche y no es sorprendente por lo tanto que algunos procesos fisiologicos, psicologicos y
bioquimicos también oscilen con una frecuencia circadiana ( Aschoff, 1964). El término circadiano

(del latin circa, alrededor de, y diem, dia) implica que el valor del periodo del ritmo no es de 24



horas exactas sino de 24 horas con algunos minutos o pocas horas de mas o de menos, lo cual se
pone en evidencia cuando un organismo es colocado en condiciones de aislamiento de sefales
ambientales temporales (Halberg, 1959). Se ha propuesto que los ritmos biologicos expresan la
organizacion temporal de los procesos fisiologicos y conductuales para una optima adaptacion al
medio ambiente. El probable significado de los ritmos biologicos reside en que proporcionan un
marco para la organizacion temporal de los seres vivos en relacion con el tiempo sideral. El ritmo
es una forma de ordenar temporalmente las tareas y de sintonizarlas con el momento mas
adecuado del entorno (alimentacion, cortejo, cria, etc.). Ademas esta organizacion temporal se
encuentra en todos los niveles (célula, tejido, organo, individuo, sociedad) y permite la realizacion
sucesiva y acoplada con el ambiente de las tareas mas diversas, imposibles de desarrollar en forma

simultanea o sin coordinacion (Pittendrigh, 1993).

1.2. Caracteristicas de los ritmos biolégicos.

En la década de los afios 60s, Aschoff (1960), Pittendrigh (1960) y Biinning (1967)
lograron establecer algunas caracteristicas generales que poseen los ritmos biologicos, y que son
comunes tanto en plantas como en animales y que se pueden resumir asi:

En primer lugar son enddgenos, es decir se generan en el propio organismo
independientemente de la existencia de sefiales externas (Aschoff, 1967).

Otra caracteristica es su origen genético. Lo cual implica que son heredables de generacion
a generacion. Son ubicuos, esto implica que est'n presentes en multiples funciones de los seres
vivos.

Otra caracteristica es que los ritmos biologicos son susceptibles de ser afectados por la
manipulacion de las variaciones ciclicas de algunos factores ambientales conocidos como
sincronizadores. A la capacidad en la cual el periodo endogeno y la fase del ritmo se ajustan al
periodo y la fase del estimulo ciclico externo se le denomina sincronizacion. Su importancia radica
en que permite el ajuste o adecuacion del tiempo biologico con la sefiales externas ambientales. Se

- hablara de ella con mayor detalle en las siguientes paginas.



Un ciclo circadiano obtenido en condiciones constantes presenta dos componentes: uno de
actividad y uno de reposo, la relacion entre estas dos variables se le denomina relacién a/o o
relacion actividad-reposo, que es una propiedad de los ntmos biologicos. Ei nivel de la oscilacion
que tiene el ciclo es otra propiedad de los ritmos, la pendiente entre el punto de inicio y fin de la
oscilacion puede dar una idea de cual es este valor y representa el comportamiento general de la
oscilacion. En la mayoria de los organismo estudiados, el nivel de oscilacion, el valor del periodo y
la relacion a/o estan estrechamente ligados y el cambio en uno de ellos repercute sobre los otros
dos. Cuando los organismos diurnos reciben mds luz, aumenta la frecuencia natural de oscilacion,
la relacion o/oy el nivel de actividad del ritmo, en tanto que los nocturnos reducen los tres
parametros citados. La generalizacion de estos hechos se conoce con el nombre de “regla circadica
de Aschoff’ (Aschoff, 1960). Otra caracteristica de estos ritmos es que su frecuencia natural de
oscilacion es “independiente de la temperatura ambiental” expresion propuesta por Buning (1967)
y que se refiere al hecho de que los sistemas circadianos no modifican el valor de su periodo ante
cambios bruscos de temperatura ambiental. El acocil Procambarus bouvieri posee un mecanismo
compensador de la temperatura., al cambiar la temperatura de 20°C a 12°C, y de 12°C a 20°C, se
observan modificaciones importantes en la amplitud del ritmo circadiano motor, pero no hay
cambios en la frecuencia del ritmo. Este mismo efecto también se observa en el ritmo circadiano
ERG (Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981). Aunque el mecanismo involucrado no esta claro,
parece evidente que la temperatura no afecta en forma importante el periodo circadiano, siempre y
cuando el cambio térmico se aplique en el estado estable del ritmo y los intervalos tengan una
duracion tal que no pueda ser interpretada como sefiales periodicas (Pittendrigh y Caldarola,
1973).

Finalmente, otra caracteristica que presentan los ritmos biologicos en particular los
circadianos, es su dependencia de la historia previa al momento del registro. Un ritmo circadiano
que expresa su frecuencia de oscilacion libre en condiciones constantes puede estar influenciado
durante mas de cien dias por la situacion ambiental a la que estuvo previamente sujeto, esta
condicion se conoce con el nombre de posefecto (Pittendrigh, 1960). Entre las situaciones
experimentales mas efectivas para provocar posefectos esta el nimero de horas de luz en un ciclo

de luz-oscuridad que se quiera imponer a un sistema circadiano.



1.3. Ritmos circadianos en el acocil.

Los crustaceos decapodos, constituyen un modelo experimental adecuado para estudiar la
ritmicidad circadiana. Una de las razones es que se conocen en ellos una amplia variedad de ritmos
circadianos en funciones tan variadas como el nivel de glucosa, la coloracion tegumenaria, la
locomocion, el consumo de oxigeno, etc. (Aréchiga y cols., 1992). Otra de las razones es que su
sistema nervioso esta constituido por pocos elementos, y esto ha hecho posible analizar, desde un
nivel celular, la posible integracion temporal de la ritmicidad circadiana. (Wiersma, 1974).

Se ha reportado que el tallo ocular y el ganglio supraesofagico, también conocido como
ganglio cerebroide, son las regiones del sistema nervioso central mas estrechamente relacionadas
con el mantenimiento de la ritmicidad circadiana. (Aréchiga y cols 1992).

Hay que considerar que los primeros ritmos identificados en crustaceos como lo son las
funciones de actividad metabolica, la locomocion y la coloracion tegumentaria estan influenciados
por hormonas sintetizadas, almacenadas y liberadas por un sistema denominado organo-x glandula
sinusal que se encuentra en el tallo ocular (TO). Se ha visto que éstas hormonas participan en el
control circadiano de estas funciones (Aréchiga, 1993).

Existen otras funciones en las que se ha descrito la ritmicidad circadiana, y que también
tienen regulacion hormonal. Por ejemplo, en la retina se encuentran tres pigmentos que pertenecen
a estructuras pararreceptoras, que no participan en el proceso de fototransduccion, pero que si
modulan la cantidad de luz que incide sobre los fotorreceptores. Estos pigmentos son: El pigmento
retiniano proximal (PP), el pigmento retiniano distal (PD) y el pigmento reflector (PR). El
pigmento reflector se encuentra situado en la membrana basal, en el acocil esta fijo, a diferencia de
los otros dos pigmentos, EL PP se encuentra dentro de las células retinulares y el PD se encuentra
dentro de las células que corren a lo largo de los conos cristalinos. Ambos pigmentos son de color
oscuro. El pigmento distal y proximal ocupan diferentes posiciones segin la intensidad de la
iluminacion. Si ésta es intensa el pigmento distal migra desde la comea hasta la base de los conos
cristalinos, y el proximal, desde la membrana basal hasta la zona nuclear de las células retinulares
cubriendo practicamente al omatidio. Si la intensidad luminosa disminuye, ambos pigmentos se

retraen, el distal hacia la cornea y el proximal por debajo de la membrana basal (Fig. 1).
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Fig. 1. Diagrama de un omatidio de acocil, representando la posicion de los pigmentos reti-
nianos en los estados de adaptacion a la oscuridad (O) (izquierda) y adaptacién a la luz (L)
(derecha). Fc: faceta corneal: Cc: cono cristalino; Pd: pigmento distal; Te: tracto cristalino;
Ocr: octava célula retinular; Pp: pigmento proximal; R: ribdomo (7 células retinulares);
Pr: pigmento reflector (Tomado de Kong y Goldsmith, 1977)



En tanto que el pigmento proximal se desplaza como respuesta directa del fotorreceptor al
ser iluminado (Olivo y Larsen, 1978, Frixione y cols., 1979), ¢l pigimento distal responde a ia
accion de una neurohormona que también se almacena en la glandula sinusal, denominada
hormona dispersora del pigmento distal (HDPD) (Kleinholz, 1975). Esta neurohormona induce la
migracion del pigmento distal hacia la posicion de adaptacion a la luz en forma circadiana
(Aréchiga y Mena, 1975). Ademas se ha reportado que la hormona concentradora de eritroforos
(HCE), la misma que induce la retraccion de los pigmentos tegumentarios participa también en la
migracion del pigmento retiniano distal. (Aréchiga y cols., 1992).

Se sabe que el ganglio cerebroide (GC) también participa en la integracion de la ritmicidad
circadiana. Los tallos oculares se comunican con el GC a través del nervio optico, a su vez el GC
se comunica con el ganglio toracico (donde se encuentran las motoneuronas de las patas).
Mediante técnicas para llevar a cabo la extirpacion o lesion de algunas de estas regiones del
sistema nervioso del crustaiceo fue posible reportar, que el GC es indispensable para el
mantenimiento del ritmo circadiano de migracion del pigmento retiniano proximal (Aréchiga y
cols., 1973) y del ritmo locomotor (Page y Larimer, 1972; Barrera-Mera, 1976). También se
conoce la participacion del TO en el mantenimiento del ritmo locomotor (Aréchiga y cols., 1976;
Aréchiga y cols., 1992).

En 1969, Aréchiga y Wiersma implantaron microelectrodos en diferentes elementos de la
via visual del acocil Procambarus clarkii y demostraron la existencia de cambios periddicos de .Ia
amplitud de la respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores visuales (electrorretinograma,
ERG), y de la frecuencia de descarga de las interneuronas que integran la informacion sobre la
intensidad luminosa. El ERG en el acocil tiene dos componentes H I y H I1. El H I es generado
por las células retinulares en tanto que el H II depende de la duracion del estimulo (Naka y
Kuwabara, 1959). Los cambios en la amplitud evidenciaron una mayor sensibilidad a |a luz durante
la noche que durante el dia. Aflos mas tarde Aréchiga y cols.(1974), caracterizaron las propiedades
del ERG en el acocil Procambarus clarkii y comprobaron que los cambios de la amplitud del ERG
correspondian a un ritmo circadiano con una actividad de predominio nocturno y con un periodo
cuya duracion depende de la cantidad de luz recibida por el acocil. Se han identificado tres

componentes que participan en la generacion y modulacion de este ritmo. Por una parte la



movilizacion del pigmento distal, que muestra un ritmo circadiano que persiste en iluminacion
continua y que se debe a la liberacion ritmica de la HDPD desde la glandula sinusal. Por otra parte,
el pigmento proximal que muestra también un ritmo circadiano de migracion, independiente de
cualquier influencia hormonal procedente de la glandula sinusal, pero ligado al potencial de
membrana del fotorreceptor. Finalmente la sensibilidad a la luz del propio fotorreceptor que se
presenta en forma independiente de la presencia de los pigmentos accesorios y que también varia
en forma circadiana. De la interrelacion de estas tres actividades depende la amplitud de las
variaciones circadianas en la respuesta a la luz. Si se suprime el ritmo del pigmento distal, la
amplitud del itmo ERG disminuye y, en preparaciones carentes de ambos pigmentos el ritmo ERG
queda reducido a una fraccion (Aréchiga y Huberman, 1980). Tanto el ritmo de migracion del
pigmento proximal como el de fotosensibilidad del receptor se presentan en retinas aisladas
(Nogueron y Aréchiga, 1987). Se sabe que en condiciones de oscuridad constante y con retinas
aisladas, el ritmo ERG persiste por varios ciclos, sin embargo la amplitud de la respuesta es menor
que lo reportado para animales intactos. De los tres componentes que originan el ERG, solo el
ritmo de la sensibilidad a la luz del propio fotorreceptor y el de la migracion de los pigmentos
proximales persisten. La pérdida de la ritmicidad del movimiento del pigmento distal en la retina
aislada era de esperarse, debido a que la modulacion es principalmente hormonal.

En este mismo crusticeo se observo que si se lesionaba el ganglio cerebroide la amplitud
de la oscilacion del ritmo circadiano ERG disminuia aunque no desaparecia (Barrera-Mera, 1976).
La persistencia del ritmo circadiano ERG en tallos oculares aislados se interpreté6 como que la
actividad periédica esta influida pero no depende de la integridad del sistema nervioso (Sanchez y
Fuentes-Pardo, 1977). Por su parte Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio (1981), encontraron que la
respuesta eléctrica ERG en el acocil Procambarus bouvieri, tiene caracteristicas circadianas de un
organismo nocturno. Su amplitud es capaz de ser modulada por los fotorreceptores caudales del
sexto ganglio abdominal (Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo, 1987). Finalmente Inclan-Rubio (1991)
reporta que el ritmo circadiano ERG es susceptible de modificar su frecuencia natural de
oscilacion cuando recibe estimulos de luz monocromatica a nivel fotopico, estos cambios
dependen tanto de la longitud de onda como del momento circadiano de aplicacion del estimulo.

La autora muestra dos grupos funcionales de fotorreceptores que responden selectivamente a tres
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longitudes de onda diferente proponiendo que la oscilacion circadiana ERG puede ser el resultado

de la interaccion de osciladores que se encuentran acoplados entre si.

2. Sincronizacion.

Cuando los organismos se mantienen en un ambiente aislado de sefiales ambientales, se observa
que el valor del periodo del ritmo endogeno se desvia ligeramente del valor que presentan en
condiciones naturales. A esta situacion se le denomina “free running” o “libre correr de la
oscilacion”. En condiciones naturales el ambiente geofisico presenta diversas variaciones ciclicas,
por lo que la ritmicidad biolégica no manifiesta su oscilacion espontanea, sino que presenta una
estrecha relacion temporal con estas variaciones. A la capacidad que tienen los ritmos biologicos
de acoplar el valor de su periodo endogeno con el valor del periodo de las seftales externas le
denominamos sincronizacion, y su importancia radica en que permite el ajuste o adecuacion del
tiempo biologico con el geofisico. De acuerdo con Pittendrigh (1984) la sincronizacion provee a
los sistemas biologicos de un mecanismo por el cual estos son capaces de reconocer la hora local,
propiedad sin la cual estos no tendrian relevancia adaptativa.

Diversos autores han demostrado que una variedad de fenomenos ambientales pueden
funcionar como estimulos sincronizadores de los ritmos endogenos, entre los que se encuentran la
luz, la temperatura, la disponibilidad de alimento y las sefiales sociales. De las anteriores, las
variaciones de iluminacion del ciclo dia-noche (fotoperiodo) presentan la mayor estabilidad en su
periodo y fase, lo que las hace las mas predecibles. y se consideran como la principal sefial de
sincronizacion ambiental, por lo menos en los organismos epigeos (Rusak y Zucker, 1979).

Se sabe que estos estimulos sincronizadores pueden afectar al organismo sin necesidad de
actuar sobre los osciladores biologicos, que son los responsables del ritmo. En estas circunstancias
el estimulo actuaria directamente sobre los sistemas efectores de la ritmicidad manifiesta. A este
fenomeno descrito por Aschoff (1960) se le denomina efecto de enmascaramiento. La
caracteristica del enmascaramiento que lo distingue de la sincronizacion es que cuando el ritmo
enmascarado se deja en condiciones de oscilacion espontanea, la fase y el periodo del ritmo en

estudio se predicen por las condiciones del oscilador previas a la presencia del estimulo ambiental
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que produjo el enmascaramiento. En otras palabras el estimulo ambiental no afecta ni el periodo ni
la fase del oscilador biologico. En ocasiones, es posible el que la sincronizacion y el
enmascaramiento se presenten simultaneamente sobre un sistema en ¢studio, lo cual puede
entorpecer la interpretacion de las observaciones (Aschoft, 1984).

Estudios realizados por Hoffmann (referido por Pittendrigh, 1993), mostraron que cuando
ocurre un cambio subito en la fase del estimulo sincronizador, la fase del ritmo endégeno se ajusta
progresivamente con el ciclo ambiental, hasta que se restablece una relacion de fase constante
entre ambos fenomenos (estado estable). Durante los ciclos en los cuales ocurre el ajuste de fase,
el periodo del ritmo cambia en forma transitoria, a estos ciclos se les denomina transitorios. Es
importante mencionar que estos experimentos se realizaban con fotoperiodo completo. Es decir,
en un ciclo 12:12. En dichas condiciones puede ocurrir el fendmeno de enmascaramiento.

Como alternativa para estudiar los mecanismos de sincronizacion, Pittendrigh y Bruce
(1957) estudiaron la respuesta de fase de ritmos en oscilacion esponténea ante estimulos de corta
duracion (pulsos de luz de 15 minutos) presentados a diferentes fases del ciclo circadiano. La
grifica que presenta estos resultados se denominé curva de respuesta de fase (CRF). Las CRF han
sido estudiadas y obtenidas de diversas especies, desde organismos unicelulares, plantas y hasta el
hombre, se ha reportado que salvo pequeflas diferencias entre especies, todas presentan un patron
comun, es decir regiones relativamente refractarias al estimulo y regiones con mayor sensibilidad
al estimulo que provocan zonas de atrasos o adelantos de fase. Los animales nocturnos como los
crustaceos tienen una fase de actividad que es mayor por la noche que por el dia, el efecto opuesto
ocurre para los animales de habitos diurnos. Sin embargo en todas las especies 1a CRF a la luz en
forma general, se caracteriza por presentar una region relativamente refractaria al estimulo
sincronizador, que ocurre durante el dia subjetivo (En ausencia de sefiales ambientales, el dia
subjetivo se define como la fase circadiana en la cual un organismo se comporta como si estuviera
durante el dia sideral)), a continuacion se observa la region de retrasos de fase, que ocurre al
inicio de la noche subjetiva (En ausencia de sefiales ambientales, la noche subjetiva se define como
la fase circadiana en la cual un organismo se comporta como si estuviera durante la noche sideral)
(Czeisler, 1995), finalmente se observa la region de avances de fase durante los dos ultimos tercios

de la noche subjetiva.



Cuando se provoca un cambio de fase por pulsos discretos de luz, se observan ciclos
transitorios, posterior a estos ciclos, el ritmo trata de reasumir sus caracteristicas iniciales, esto
refleja el comportamiento del oscilador o de los vsciladores subyacentes que se encargan de
mantener el ritmo.

Hay dos tipos de CRF: La CRFt (curva de respuesta de fase transitoria)si los cambios de
fase son medidos inmediatamente después del estimulo. Y la CRFe (curva de respuesta de fase
estable) si son medidos algunos ciclos posteriores al estimulo (generalmente 4 dias después). La
CRFe nos da la oportunidad de estudiar el resultado del proceso de la sincronizacion como
consecuencia del comportamiento del oscilador u osciladores que componen un ritmo. Por su
parte la CRFt ha sido utilizada para tratar de conocer la dinamica o funcionamiento de un
oscilador biologico. Winfree (1970) y Pavlidis (1973) definieron matematicamente la CRFt
obtenida con estimulos intensos y débiles y llegaron a la conclusion que ambos tipos de estimulos
representaban un sistema bimodal simple. Los efectos sincronizadores de estimulos ambientales
sobre los osciladores biologicos pueden explicarse desde dos mecanismo de accion distintos, los
cuales se denominan sincronizacion paramétrica y sincronizacion no paramétrica. En la
sincronizacion paramétrica se propone que el estimulo ambiental afecta de manera continua la
velocidad angular del oscilador (la rapidez con que transcurren las diferentes fracciones del ciclo la
denominaremos velocidad angular del oscilador). En contraste, en la sincronizacion no paramétrica
solo se afecta |a fase del oscilador en las transiciones del inicio y del fin del estimulo (Pittendrigh,
1993).

2.1. Sincronizacion por luz blanca.

Desde la década de los 50's, se ha demostrado que estimulos unicos de luz blanca pueden
reajustar |a fase circadiana (Pittendrigh y Bruce, 1957) y que la magnitud y la direccion de los
cambios de fase dependen de la intensidad y la duracion de la exposicion a la luz blanca. Asi
mismo se pueden representar los cambios de fase producidos por la exposicion a la luz por medio
de la CRF. Las CRF por estimulos de luz blanca han sido descritas para una gran variedad de

organismos desde algas unicelulares hasta primates (Johnson, 1990). Se han realizados estudios



acerca de los efectos de la aplicacion de pulsos unicos de luz blanca sobre el sistema circadiano del
alga unicelular marina Gonyaulax polyedra, en donde se ha encontrado que la entrada del sistema
circadiano involucra un mecanismo complejo que va mas aila de los cambios tempo-dependientes
en la sensibilidad del oscilador. En este dinoflagelado como ¢n otros organismos unicelulares,
muchas funciones celulares estan bajo control circadiano, por ejemplo su bioluminiscencia es
emitida por la noche como breves destellos de luz brillante de baja intensidad (Fritz, 1990), la
actividad fotosintética (Samuelsson, 1983) y la actividad de la enzima superooxidasa dismutasa
(Colepicolo, 1991) son mayores durante el dia y su division celular esta restringida a horas
tempranas de la manana (Honma y Hastings, 1989). En este dinoflagelado, los estimulos unicos de
luz blanca contribuyen a la sincronizacion de estos ritmos circadianos. En muchos organismos, la
longitud del periodo bajo condiciones constantes depende de la intensidad de la luz (Aschoff,
1979). Los ajustes especificos en el valor del periodo posterior a la aplicacion del estimulo son
diferentes de acuerdo a la intensidad de la luz aplicada y esta respuesta se atribuye a las
caracteristicas de la respuesta de fase del marcapaso del propio organismo (velocidad de
respuesta) (Daan y Pittendrigh, 1976). En Gonyaulax, el valor del periodo puede acortarse o
alargarse al incrementar la intensidad de la luz, pero dependiendo de la hora de aplicacion del
estimulo (Roenneberg y Hastings, 1991).

El ntmo circadiano ERG en el acocil Procambarus clarkii también posee la capacidad de
ser sincronizado mediante sefiales luminosas unicas aplicadas en forma directa sobre los ojos
(Fuentes-Pardo e Inclan Rubio, 1987). La CRF para este crustaceo muestra avances de fase
cuando el estimulo se aplica entre las 5 y las 13 hc, mientras que se observa un retraso de fase
cuando el estimulo se aplica entre las 20 y las 5 hc. No se encontro efecto cuando el estimulo se
aplico entre las 13 y las 20 hc. Estos resultados sugirieron la existencia de un circuito implicado en
el control de la sensibilidad a la luz de los osciladores responsables de mantener el ritmo circadiano
del ERG (Fuentes-Pardo y Ramos-Carvajal, 1983).



2.2. Sincronizacion por luz monocromatica.

Son muchos los antecedentes conocidos en relacion al papel sincronizador de la luz blanca,
pero es muy poco lo que se conoce acerca del papel sincronizador de la luz monocromatica.
Gordon y Brown (1971) determinaron la sensibilidad espectral para cambios de fase del ritmo
circadiano de la temperatura corporal en el raton Perognatus penicilatus y Mc Guire y cols. en
1973, realizaron el mismo estudio en ratas. Hope y Bhatnagar (1979) realizaron estudios
electrorretinograficos en cuatro especies de murciélagos, determinando las caracteristicas
espectrales de los fotorreceptores visuales, conociendo estos datos Joshi y Chandrashekaran
(1985) realizaron un analisis de la sensibilidad espectral de los fotorreceptores responsables del
cambio de fase del ritmo circadiano de actividad motora de vuelo en el murciélago Hipossideros
speoris y encontraron que estos cambios dependen de la longitud de onda utilizada,
responsabilizando a la luz verde (A=520 nm) de los adelantos y a la luz violeta (A=430 nm) de los
atrasos. Con base en estos resultados, los autores postularon la existencia de cuando menos dos
clases de fotorreceptores en la retina de estos vertebrados que probablemente actuan como
osciladores mutuamente acoplados y sean capaces de sincronizar al ritmo circadiano de la
actividad de estos animales. Mote y Black (1981) demostraron en la cucaracha Periplaneta
americana la interaccion entre el sistema visual dicromatico (al color verde y al ultravioleta) del
ojo compuesto y el sistema circadiano de actividad motora. Encontraron que el mecanismo de
sincronizacion de este ultimo ritmo, esta dominado por el grupo de receptores sensibles a
longitudes de onda larga (verde) y que los osciladores en el ojo son extraordinariamente sensibles
a estos estimulos, ya que solo un flujo de S fotones en el ojo, es suficiente para sincronizar esta
actividad. Sin embargo el papel que desempea la luz monocromatica como sincronizador de los
ritmos circadianos cuando se aplica en forma periodica se conoce poco.

Knill (1976), observo que el inicio de la actividad de vuelo en pajaros diurnos, depende del
cambio de color y de la intensidad del régimen aplicado, encuentra que la variacion diaria durante
el verano en el color del cielo polar artico es capaz de sincronizar éste ritmo circadiano. Nuboer y
cols. (1983) estudiaron el inicio y el final de la actividad circadiana locomotora del conejo silvestre

'y observaron su relacion con los cambios en la intensidad y en la composicion espectral del tipo de

longitud de onda utilizada.



En estudios recientes realizados en el acocil Procambarus clarkii se observo que al aplicar
luz monocromatica en forma continua sobre el ritmo circadiano ERG de esta especie, se
provocaban cambios en la velocidad angular del numo circadiano dependiendo del contenido
espectral utilizado. Inclan-Rubio (1991) ha postulado que la luz monocromatica puede actuar
como una sefal sincronizadora del ritmo circadiano ERG del acocil, debido a que al aplicar pulsos
unicos de luz monocromatica (500 lux durante SO min.), se obtienen cambios de fase que
dependen de la longitud de onda que se utilice. Los resultados de la autora muestran dos grupos
de fotorreceptores funcionales que responden selectivamente a tres longitudes de onda diferentes y
que en la mayoria de los casos provocan cambios de fase con signos opuestos, mientras que la luz
roja provoca atrasos de fase cuando se aplica a las 2, 6, 12 y 20 hc, a esas mismas horas
circadianas (a excepcion de la hc 20) la luz verde genera adelantos, proponiendo la existencia de
por lo menos dos grupos de fotorreceptores funcionales, uno responsable de la sensibilidad a
longitudes de onda corta y otro relacionado con longitudes de onda larga. Herrera-Leon (1990),
estudio también la capacidad sincronizadora que tiene la luz roja (632 nm) al aplicar pulsos unicos
breves (15 min) de baja intensidad (100 lux) sobre el ritmo circadiano ERG en el acocil
Procambarus clarkii, observo que la luz roja con estas caracteristicas provoca cambios en todos
los parametros del ritmo, los cuales estan relacionados con el momento circadiano en que el
estimulo se aplico, sus resultados muestran efectos propios de la capacidad sincronizadora del
estimulo sugiriendo que el cambio que provoca la luz roja sobre el ritmo circadiano ERG, modifica
en forma importante a los osciladores responsables de esta oscilacion repercutiendo en los
mecanismos adaptativos del acocil a su medio ambiente.

Finalmente Fanjul-Moles y cols. (1992) observaron que la aplicacion de luz monocromatica
(400-700 nm) a acociles Procambarus clarkii en estadios juveniles (2-12 semanas) también
produce cambios significativos en las caracteristicas del ritmo circadiano ERG y tiene un efecto
sincronizador sobre los ritmos ultradianos ERG que se presentan en animales de 2 a 28 dias,
proponiendo la existencia de por lo menos dos grupos de fotorreceptores que relacionan dos
sistemas independientes implicados en la sincronizacion del ritmo circadiano ERG, es decir un
sistema de deteccion para longitudes de onda corta y otro sistema para deteccion de longitudes de
onda larga. Mientras que el sistema de deteccion de onda corta (400-599 nm) se desarrolla en

etapas tempranas, el sistema de deteccion de ondas largas (600-700 nm) tiene un desarrollo tardio.



3. Estructura anatomofuncional de los crustaceos.

Los acociles son crustaceos decapodos de agua dulce, su distribucion ygeografica es
mundial ya que se localizan desde el Asia onental y el sur de Europa, hasta el noroeste americano.
Son animales que viven en rios caudalosos o en aguas tranquilas, en ocasiones estancadas con
fondos cenagosos. El acocil o acuitzilli (viene de ail: agua, y quitzilli: que se retuerce) es mejor
conocido como cangrejo de rio. Para su descripcion anatomica se divide en dos partes, una
anterior llamada cefalotorax y otra posterior o abdomen. El esqueleto externo del acocil o
exoesqueleto, esta compuesto por quitina, un polisacarido semejante a la celulosa, cuya estructura
quimica es la de una acetil-glicosamina. Segun el estado fisiologico del animal, la quitina puede
estar impregnada o no de carbonato de calcio. Ademas esta recubierta por un barmiz amorfo
segregado por las células ectodérmicas que revisten el cuerpo y los apéndices. Las articulaciones
del cuerpo y de los apéndices no estan calcificadas, lo que permite a las diferentes piezas el

movimiento (Arrignon, 1985). La cabeza y el torax estan unidos en una estructura comun,
denominada cefalotorax (Fig. 2).

Cetalotorax

~

Abdomen

Fig 2- Acocil Procambarus clarkii adulto (Tomado de Arrignon, 1985).



Sistema nervioso: A diferencia del sistema nervioso del vertebrado que esta formado por millares
de células nerviosas que establecen entre si comunicaciones innumerables, el sistema nervioso del
crustaceo esta constituido por aproximadamenie un miilon de celulas. Fue en este grupo donde se
propuso por primera vez el concepto de “neuronas identificables” para aludir a aquellas células
que pueden ser reconocidas tanto por su forma como por sus funciones (Wiersma, 1974). El
sistema nervioso de los crustaceos es esencialmente ganglionar. Los ganglios estan dispuestos
sobre la linea media de la cara ventral del cuerpo y estan unidos a los musculos y a los apéndices
por fibras nerviosas. En el cefalotorax se localiza el ganglio cerebroide o supraesofagico
constituido por tres grupos ganglionares unidos por fibras nerviosas. A este nivel los ganglios
inervan los apéndices anteriores (Arrignon, 1985; Bullock, 1965). El ganglio cerebroide se
comunica a través del collar esofagico con la masa ganglionar esofagica, constituida también por
tres grupos ganglionares, esta a su vez se continua con la cadena ganglionar abdominal, la cual
consta de seis pares de ganglios (del I al VI) en donde el ultimo esta fusionado. Cada uno de ellos
estda unido entre si, por nervios conectivos formados por los axones de las neuronas que
constituyen los ganglios (Skinner, 1985). Cada ganglio abdominal contiene cerca de 600 a 700
neuronas e inervan los musculos motores de la cola, los que estan divididos en dos grupos, los
extensores y los flexores (Kondoh y Hisada, 1986). El sexto ganglio abdominal (60. GA) ha sido
bien caracterizado morfologica y fisiologicamente. Su papel funcional en la integracion sensorial y
la generacion de eferencias motoras ha sido motivo de estudio en los ultimos aflos (Reichert y
cols., 1982, Nagayama y cols., 1993). En la Figura 3, se observa el esquema del sistema nervioso
del acocil, en el que se aprecia la situacion que ocupa el 60. GA, ocupando la posicion mas caudal
de la cadena abdominal, la cadena toracica y el ganglio cerebroide. Es relevante mencionar que a
lo largo de todo el sistema nervioso del acocil se han encontrado estructuras que participan en la

fotorrecepcion extrarretiniana. (Sandeman, 1990; Binkley, 1993).

Sistema endocrino: Los crustaceos son organismos que han contribuido de manera
significativa en el estudio de la fisiologia de los invertebrados y particularmente en el desarrollo de
conceptos de neurosecrecion como parte del sistema endocrino. En crustaceos decapodos, algunas
neuronas especializadas con actividades secretoras precedieron evolutivamente a las glandulas

endocrinas. Estas células neurosecretoras se pueden encontrar en varias partes del sistema



SISTEMA NERVIOSO DEL ACOCIL

hl- — p Ganglio Cerebroide

Cadena Ganglionar Tordcica

Cadena
Ganglionar
Abdominal

60. Ganglio Abdominal 4 -

Fig. 3.- Esquema del sistema nervioso del acocil, en el que se puede observar la
comunicacion anatomica existente entre el sexto ganglio abdominal, que se encuentra
localizado en la region mas caudal de la cadena abdominal, con otras regiones del sistema

nervioso como son la cadena ganglionar toracica y el ganglio cerebroide (modificado de
Hermann y stark, 1963).
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nervioso: en el ganglio cerebroide, en los ganglios de la cadena nerviosa ventral v en los ganglios
opticos. También se pueden encontrar diferentes tipos de celulas con actividad secretora, por
ejemplo: los organos pericardicos y los organos poscomisurales. En algunas especies existen
ramificaciones del organo pericardico que transportan hormonas hacia los musculos respiratorios,
por lo que estos organos pueden ser considerados reguladores activos del transporte e intercambio
gaseoso. Otro de los organos endocrinos es la glandula sinusal (GS) es analogo a la neurohipofisis
de los vertebrados localizado en la médula terminal de cada tallo ocular (Bliss, 1982). Fue descrito
por Carlisle y Knowles (1953) como el principal centro de control neuroendocrino del acocil. La
GS esta formada por las terminaciones de fibras nerviosas, que se originan en las células
neurosecretoras de diferentes partes de los ganglios del tallo ocular. Los conjuntos de somas
celulares se denominan 6rganos-X (OX), con varias denominaciones para indicar el sitio especifico
donde se encuentran, por ejemplo organo X del poro sensorial y 6rgano-X de la pars distalis
(Bames, 1984). E| material sintetizado por el OX es transportado intraaxonalmente hacia la GS
para su posterior secrecion (Fig. 4). Segun estudios fisiologicos y bioquimicos, la GS es el
principal 6rgano en la secrecion de una gran variedad de diferentes hormonas (Knowles, 1950).
Aunque el nimero exacto de estas hormonas aun no se ha determinado, las cinco conocidas son: la
hormona concentradora de eritroforos, la hormona hiperglucemiante, la hormona inhibidora de la
muda, la hormona neurodepresora y la hormona dispersora del pigmento distal. (Aréchiga, 1992).
Por otra parte, también se ha examinado en el microscopio al OX mediante preparaciones
telidas con cobalto, utilizando esta técnica se pudo observar que son aproximadamente 115
axones los que conforman la via nerviosa del sistema OX-GS. Estos axones contienen vesiculas
neurosecretoras similares a las encontradas en la GS. Ademas de la via OX-GS, existen otro tipo
de fibras que son facilmente identificables en el microscopio de luz, cerca de 70 de estas fibras,
forman la via glandula sinusal-ganglio cerebroide. Con el microscopio electronico se ha podido
determinar que estos axones estan empaquetados y se encuentran adheridos al tracto que forma el
sistema OX-GS. (Andrew y Saleuddin, 1978). Estos organos neuroendocrinos parecen jugar un
papel importante en el control de las actividades viscerales, las que en los vertebrados son

regulados por el sistema nervioso autonomo.
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Fig. 4.- Representacion esquematica de un corte de tallo ocular en donde se observa el
sistema organo-x -glandula sinusal. Organo X (OX); glandula sinusal (GS); Tracto optico
(To); Tracto del organo-x-glandula sinusal (T); dendritas (D), tracto cerebroide (TC);
médula externa (ME); médula interna (MI); colateral del tracto cerebroide (C). Tomado
de Andrew y Saleuddin, 1978).
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4. Sistema visual en los crustaceos.

El acocil posee dos ojos compuestos, situados en su porcion cefalica. Tienen un contorno
casi hemistérico y se encuentran situados en el extremo de un pequefio pedunculo llamado tallo
ocular, que les da la posibilidad de ser moviles. El tallo ocular es una estructura en forma
cilindrica, con un ligero aplanamiento dorsoventral que en su parte proximal se encuentra unido de
forma articulada a la cabeza del acocil. En su mayor parte esta cubierto por quitina.(Referido por
Nassel, 1976). Si hacemos un corte longitudinal del tallo ocular observamos cuatro grupos
ganglionares. De la retina hacia el extremo proximal se encuentran: la lamina ganglionar, la médula
externa (donde se localiza el 0X-GS), la médula interna, la médula terminal y una gran parte del
nervio optico (Fig. 5). En general hay poca diferencia intergenérica en la morfologia del tallo
ocular dentro del grupo de los crustaceos decapodos, en especial de los acociles: Astacus,
Pacifastacus y Procambarus (Waterman y cols. 1982). El nombre de ojo compuesto en los
artrUpodos se debe a que esta formado por varias unidades antomo-funcionales denominadas
omatidios, cada ojo compuesto tiene alrededor de 2500 (Nassel, 1976). El omatidio es una
estructura alargada constituida por cinco tipos celulares. La porcion mas superior de cada
omatidio la ocupa la cornea y el conjunto de corneas da un aspecto facetado en el exterior que es
caracteristico del ojo compuesto. Cada comea se forma por la secrecion de cuatro células
corneagenas translucidas, unidas en su base a los conos cristalinos, que son estructuras cilindricas
que se extienden desde la cornea hasta la retina y conforman el sistema dioptrico del omatidio
(Waterman, 1961). Por debajo de los conos cristalinos se encuentran de 7 a 8 células retinulares
que forman los fotorreceptores. La octava célula retinular 6 R8 se encuentra mas diferenciada que
las otras siete y forma un pequefio rabdomo separado con microvellosidades horizontales situadas
distalmente al omatidio (Waterman, 1977, Hafner y Tokarski, 1978). Las otras siete células
retinulares, también llamadas R1 a R7, forman la porcion proximal del rabdomo y se pueden
dividir en dos subgrupos con base en la orientacion de sus microvellosidades. R I, R2, RSy R 6,
estan orientadas verticalmente, mientras que R3, R4 y R7 se presentan en forma horizontal

(Waterman y Fernandez, 1970).
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Fig. 5. Esquema de un corte longitudinal del tallo ocular del acocil Procambarus, en el que
se senalan los pnncipales componentes. R: retina; LaG: limina ganglionar; ME: médula
externa; MI: médula interna; MT: médula terminal; NO: nervio dptico; OX: érgano X. La
zona sombreada representa las regiones en las que se localizan los cuerpos celulares.
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Cummins y Goldsmith (1981) marcaron con el colorante vital amarillo lucifer, las células
de la retina del acocil Procambarus, encontrando que el cuerpo celular del fotorreceptor que
responde al color violeta, se localiza en la octava celula retinular y las células que 1esponden al
color verde, son las que contribuyen a formar el rabdomo principal constituido por las células

retinulares de R1 a R7.

4.1. Transmision de la informacion visual.

La transmision de la informacion visual hacia las estructuras centrales de integracion se
lleva a cabo por axones que viajan desde la médula terminal hacia el lobulo optico del ganglio
supraesofagico, viajan agrupadas en el llamado nervio optico, en esta estructura ademas de las
fibras visuales hay otra variedad de axones, que van a los musculos que mueven el tallo ocular.

De las aproximadamente 1700 fibras que constituyen el nervio optico (Nunnemacher y cols.,
1962), en el acocil Procambarus se han descrito 46 fibras visuales (Wiersma y Yamaguchi, 1966).
De las fibras que responden a estimulos luminosos estan las fibras de accion sostenida, las cuales
se activan al iluminarse el ojo. Existen también fibras que se activan espontaneamente en la
oscuridad y fibras que detectan un movimiento rapido de aproximacion, asi como fibras que se
activan con la aplicacion de luz monocromatica de 430 a 650 nm (Trevifio y Larimer, 1970,
Woodcock y Goldsmith, 1970). Ademas de los axones sensitivos y motores, se han identificado en
el nervio oOptico, fibras de tipo secretor, que terminan en los diferentes ganglios como en la

glandula sinusal.

4.2. Fotoquimica de la vision.

Los fotopigmentos son moléculas complejas, formadas por una proteina, la opsina y un

cromoforo, el retinal. La opsina esta constituida por siete segmentos intramembranales en forma

de hélices de tipo alfa-helicoidal, conectadas por segmentos no helicoidales. Los retinales son

aldehidos de las vitaminas A. Existen dos grandes series: los derivados del retinol (vitamina Al) o
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retinales 1 y los derivados 3-dehydroretinol (vitamina A2) o retinales 2. En consecuencia, existen
dos series de fotopigmentos: los que contienen retinal I y los que contienen retinal 2. Los
fotopigmentos de los tetrapodos y peces marinos son derivados del retinal 1, mientras que derivan
del retinal 2 los fotopigmentos de los peces de agua dulce (Provencio, 1993). El retinal se
encuentra en un complejo proteico con cargas eléctricas cuya distribucion varia segun las distintas
opsinas. A esta distribucion se atribuye el espectro de absorcion del retinal que caracteriza a cada
fotopigmento y que se define por su absorcion maxima (Spillman, 1990).

Al igual que muchos vertebrados de agua dulce, los acociles poseen un sistema visual a
base de rodopsina-porfirropsina (Susuki y cols. 1984). Es en la membrana del rabdomo donde se
encuentran estos pigmentos fotosensibles (Fernandez y Nicker, 1976) y donde por efecto de la luz,
la rodopsina se transforma en metarrodopsina. No hay intermediarios o bien son poco estables y la
capacidad para cambiar de metarrodopsina a rodopsina, varia de acuerdo a la longitud de onda que
estimule al ojo (Cronin y Goldsmith, 1984). La rodopsina es un pigmento que esta presente en los
bastones de vertebrados, contiene 11-cis-retinal como cromoforo, que al transformarse en el
isomero todo-trans por la energia de un foton cuando éste incide sobre el fotorreceptor es el
responsable de iniciar el proceso de transduccion, iniciando asi una serie de cambios bioquimicos
en ambos componentes del pigmento, regenerando el estado inicial mediante un ciclo (referido por
Provencio, 1993). La rodopsina, como se ha comprobado, cambia su conformacion quimica al

interactuar con la luz, luego de vanas etapas de un ciclo, la molécula vuelve a su forma inicial. El

ciclo es el siguiente: LUz
Rodopsina : _> Prelumirrodopsina
Lumunorrodpsina
\Metarrodopsina |
\etarrodopyna il
N Oposina
'somerasa
11.CisRetinol S Alo-ransReunal
lsomerasa ' .
11-CisReunol AouransReunal -vtamina A
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Se ha reportado en la membrana del rabdomo del acocil Procambarus clarkii la actividad de
dos enzimas, la retinil-ester-hidrolasa (REHasa) y la 1eunol-desludrogenasa (RDHasa) que
participan en la conversion del retinol a dehidrorretinal, después de la hidrolisis de retinilésteres.
Ademas se reporta un nuevo retinoide llamado 3-hidroxirretinol y sugieren que es probablemente
un intermediario de la conversion de retinol a dehidrorretinol (Susuki y Miyata, 1991; Susuki,
1993).

La proporcion de porfirropsina con respecto a la cantidad total de pigmento visual,
incrementa en condiciones de bajas temperaturas y disminuye en condiciones de altas
temperaturas, como consecuencia tenemos variaciones en la cantidad total del pigmento visual de
acuerdo a la estacion del aio en que se realiza la cuantificacion (Susuki y cols., 1985, 1993). La
porfirropsina absorbe longitudes de onda mas largas que la rodopsina y su presencia representa
probablemente una adaptacion al ambiente luminico de agua dulce, ya que la distribucion espectral
de 1a luz en el agua dulce, se situa en longitudes de onda mayores a los encontrados en los

ambientes marinos y terrestres (Knowles y Dartnall, 1977, Provencio, 1993).

4.3. Sensibilidad espectral en los crustaceos.

El estudio de la sensibilidad espectral en crustaceos ha sido posible con base en técnicas
electrorretinograficas, esto es, analizando la amplitud de la respuesta eléctrica de los
fotorreceptores retinianos a la luz (Goldsmith, 1986). Al comparar las caracteristicas de
sensibilidad espectral en cuatro especies de crustaceos, Goldsmith y Fernandez (1968) encontraron
valores de respuesta ERG entre 300 y 600 nm. Por otra parte Wald (1962, 1968) encontro
evidencias electrofisiologicas en los ojos de acociles Procambarus, la existencia de mas de un
pigmento visual. Trabajos posteriores a este demostraron la presencia de pigmentos fotosensibles
con variaciones en la absorcion de la longitud de onda (Fujimoto y cols. 1966, Wald 1967). En los
rabdomos aislados del acocil se realizaron determinaciones microespectrofotométricas, y se
observo una banda de absorcion amplia con un pico de 525-535 nm (Fujimoto y cols., 1966,
Waterman y cols., 1969) y una metarrodopsina con una longitud de onda maxima cercana a 515
nm (Goldsmith, 1972).
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En el ojo del acocil Procambarus las celulas retinulares muestran respuestas a longitudes de
onda, que varian en cuanto a espectro de absorcion, con los cambios en las estaciones del afo
(Goidsmith, 1977). Waterman v Fernandez (1970) con 1egistros intracelulares de esias mismas
células encontraron que de 91, 17 respondian a la aplicacion de luz violeta (440 nm), y 74
respondian a la luz de color amarillo-naranja (594 nm).

La presencia de dos tipos de fotorreceptores con diferente sensibilidad espectral, también
se ha observado en el acocil mediante la realizacion de curvas de sensibilidad espectral para cuatro
neuronas de accion sostenida del nervio optico de Procambarus clarkii. En adaptacion a la
oscuridad, la longitud de onda maxima reportada fue de 570-572 nm y en adaptacion a la luz una
longitud de onda maxima de 445 nm. Estos datos sugieren que las fibras de accion sostenida
puedan llevar informacion compatible con la vision en color (Trevifo y Larimer, 1970, Woodcock

y Goldsmith, 1970).

5. Fotorreceptores extrarretinianos.

A lo largo de la escala filogenética existe una gran variedad de células capaces de detectar
fotones en distintos ordenes de complejidad que van desde simples indicadores luz-oscuridad hasta
arreglos estructurales tan elaborados como el ojo de ciertos invertebrados y por supuesto, el de los
vertebrados. En términos generales se observa que los organismos inferiores poseen
fotorreceptores dispersos en las distintas regiones del cuerpo, las cuales han sufrido cierta
tendencia a lo largo de la evolucion, para agruparse y poder asi suministrar mayor informacion
acerca del medio que los rodea, éste es el caso de los fotorreceptores retinianos, que permiten la
ubicacion espacial del organismo. Por otra parte, en muchos de los casos en que se han
conservado los fotorreceptores extrarretinianos, se ha observado que su papel funcional esta
relacionado principalmente con determinar o colaborar en la ubicacion temporal del organismo. Un
ejemplo de ello fue descrito por Hanna y cols., (1988) quienes estimularon la cola de Limulus a
diferentes horas del dia y encontraron cambios de fase en el ritmo ERG de los ocelos mediales o
de los ojos laterales.

El hecho de que algunos animales puedan percibir la luz de manera extraoptica se conoce

desde inicios de este siglo. Los primeros datos fueron proporcionados por Parker (1903) y por
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Pearse (1910) quienes estudiaron Ia sensibilidad ocular y dermica de los anfibios a la luz En 1911,
Von Frisch encontro una relacion entre la captacion de la luz por via no ocular y las
modificaciones en la posicion de los pigmentos cutaneos de peces. Mientras Adler (1970) prefiere
utilizar el término de fotorreceptores extraoculares, Block utiliza el término de fotorreceptores
extrarretinianos, ya que no descarta la probable existencia de fotorreceptores extrarretinianos
intraoculares por lo menos en Aplysia (Block, 1973).

A pesar de que las estructuras fotorreceptoras extrarretinianas pueden ubicarse en
multiples sitios, su lugar mas probable parece ser el sistema nervioso, como el sexto ganglio
abdominal y el ganglio cerebroide en el acocil (Prosser, 1934, Page y Larimer, 1976, Binkiey,
1993).

El estudio de los elementos fotorreceptores extrarretinianos en el acocil se inicio en 1934,
cuando Prosser realizo experimentos tendientes a sistematizar |a respuesta eléctrica a la luz de la
cadena ganglionar abdominal en la especie Cambarus. Las experiencias que lo llevaron a proponer
la existencia de fotorreceptores caudales se puede resumir de la siguiente manera: Al hacer un
registro de la actividad eléctrica espontanea de la cadena ganglionar se notaba en ella un
incremento, como resultado de la aplicacion de sefales luminosas que se hacian llegar a la region
del 60. GA y que se habia cuidado que no pasaran por la region cefalica (Fig. 2). Este aumento de
la actividad eléctrica coincidia con el momento de la aplicacion del estimulo y persistia algunos
segundos después que éste se habia suspendido. Mas aun, animales a los que se les habia extirpado
previamente los tallos oculares y cadenas ganglionares separadas del resto del animal seguian
respondiendo a los estimulos luminosos, el aumento de la actividad eléctrica se podia obtener de
cualquier segmento de la cadena pero solo cuando la luz se hacia incidir sobre el 60. GA. Los
potenciales provocados por la luz podian registrarse en la region toracica, las comisuras esofagicas
y en la porcion izquierda o derecha de la cadena, si previamente ésta se habia escindido. La
aplicacion de calor en la zona caudal no se acompanaba de modificaciones en la actividad eléctrica
espontanea, lo que indicaba que los receptores de esa zona no eran termorreceptores. El mismo
autor encontro que los fotorreceptores caudales respondian con mayor lentitud, con mayor umbral
y eran de adaptacion mas lenta que los fotorreceptores visuales.

Por su parte Kennedy (1958) continuo con estos estudios usando cadenas abdominales

aisladas de las que habia eliminado la actividad eléctrica espontanea, mediante la aplicacion de
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bajas temperaturas (de 8 a 10°C durante las 12 a 30 horas anteriores al registro) o por adicion al
medio de una solucion de cloruro de potasio 3M, el autor encontro en las fibras aferentes de los
totorreceptores del ganglio abdominal caudai, un patron de descargd tomca de gran latencia y bajo
nivel de adaptacion. La actividad eléctrica del ganglio caudal fue estudiada por medio de registros
intracelulares (Kennedy v Preston, 1960)

Los estudios de Hama (1961) sobre la estructura de la cadena abdominal, le llevaron a
proponer la posibilidad de que hubiera fotorreceptores en todos los ganglios, ya que de los seis
que integran la cadena, el autor encontro cuerpos formados por un grupo de estructuras
membranosas y multivesiculares que recuerdan la organizacion caracteristica de las células
fotorreceptoras visuales. Esta proposicion sugirio a otros autores (Hermann y Stark, 1963) aplicar
diferentes intensidades de iluminacion a los ganglios abdominales y analizar los efectos provocados
en cada uno de ellos.

Los resultados pusieron de manifiesto que solo el ganglio caudal contiene elementos
fotorreceptores, con predominio de bajas frecuencias, gran tiempo de latencia y poca adaptacion al
estimulo. Al comparar las respuestas de las unidades aisladas con las de la poblacion se comprueba
que los dos sistemas tienen caracteristicas dinamicas similares.

Los fotorreceptores del 60. GA son elementos fotorreceptores primarios y sus aferencias
contralaterales estan relacionadas con la inhibicion (Wilkins y Larimer, 1972, 1976, Kennedy,
1963). Los elementos fotorreceptores son también interneuronas de segundo orden con posibilidad
de integrar estimulos mecanicos originados en los apéndices del telson (Preston y Kennedy, 1960).

La funcion principal de los fotorreceptores extrarretinianos en el acocil parece ser el
control de la actividad locomotora del animal (Simon y Edwards, 1990), aunque se ha propuesto
que podrian estar jugando un papel importante en la sincronizacion de los ritmos circadianos
(Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo, 1987), en estos trabajos se describe la capacidad sincronizadora
que pueden ejercer los pulsos breves de luz blanca, tanto en el ojo como en el 60. GA sobre los
ritmos de actividad locomotora y ERG, encontrando que la estimulacion en el sexto ganglio
provoca evidentes cambios de fase, asi como la reduccion en la amplitud del ERG. La misma
estimulacion provoca cambios en la frecuencia de descarga de las fibras de la cadena ganglionar,

efecto que depende de la hora del dia.
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También se ha propuesto que el 60. GA del acocil puede ser en si mismo uno de los
osciladores que juegan un papel fundamental en el sistema circadiano de estos animales (Fanjul y
cols., 1991). Sin embargo, |a interaccion entre estos totorreceptores y los receptores reiinianos ha
sido poco estudiada y hasta el momento no se han encontrado fibras nerviosas que conecten

directamente el fotorreceptor caudal con el ojo.
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Fundamento de la Hipdtesis.

La organizacion temporal de muchas variables biologicas puede estudiarse por
medio del conocimiento de los ritmos circadianos. La posibilidad de modificar las
caracteristicas de la frecuencia natural de una oscilacion circadiana dependen de la
capacidad del sistema para captar las sedales que llamamos potencialmente
sincronizadoras. La luz es uno de los sincronizadores mas potentes. El fenomeno
denominado sincronizacion establece la posibilidad de que un ritmo acople o modifique su
frecuencia natural de oscilacion a una sedal o estimulo externo que denominamos como
potencialmente efectivo. Este fenomeno se puede llevar a cabo en base, tanto a la
existencia de estructuras receptoras del estimulo (fotorreceptores si se trata de la luz),
como a la susceptibilidad del sistema circadiano para modificar su organizacion temporal
de acuerdo con las sefiales que reciba. En el acocil Procambarus existen por lo menos dos
sistemas de fotorreceptores, los visuales y los caudales. Se sabe que la amplitud de la
respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores visuales (electrorretinograma, ERG) en
el acocil Procambarus, presenta cambios circadianos, con una actividad de predominio
nocturno. Este ritmo posee la capacidad de manifestar cambios de fase (adelantos o
atrasos) cuando se le aplican sobre los ojos, estimulos unicos de tuz blanca o luz
monocromitica (LM). Ahora sabemos también que estimulos unicos de luz blanca
aplicados sobre los fotorreceptores caudales del 60. ganglio abdominal incrementan la
actividad eléctrica a lo largo de la cadena ganglionar abdominal lo que provoca una
consistente disminucion en la amplitud del ritmo ERG, asi como en el irea pseudopupilar,
efecto que depende de la hora del dis. Las caracteristicas espectrales de estos receptores
indican que el fotopigmento implicado en la transduccién es una rodopsina muy similar a
la que media la fotorrecepcion en el ojo del acocil. Se conoce la existencia de estos
fotorreceptores en el 60. ganglio abdominal, pero no se ha determinado cual es su
participacion en las funciones adaptativas del organismo, en particular en la sincronizacion
de los ritmos circadianos. Finalmente mientras que la importancia de la luz blanca como
agente sincronizador de los ritmos circadianos estd perfectamente establecida en
organismos desde unicelulares hasta vertebrados superiores, el papel de la luz
monocromatica se encuentra en estadio, relacionando su efecto con la modulacion y
sincronizacion de las actividades ritmicas.
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HIPOTESIS

Si loa fotorreceptores caudales del Ao oanglio ahdominal son sensibles a 1 luz
amarilla de SRI 6 nm y estas tienen comunicacian funcional con las estricturas
responsables de la generacion y modulacion del ritmo circadiano ERG  Entonces la
aplicacian de nn estimulo nnico y breve de esta luz sohre el 60 ganglio ahdominal
provocara modificaciones en algunas de las caracteristicas del ritmo FRG (Amplitud,
nivel de oscilacion, relacion a/c) lo que indique la presencia de la participacion de los

fotorreceptores caudales en la modulacion de este ritmo.

Si la luz amarilla de 589.6 nm aplicada sobreel 60. ganglio abdominal tiene la
capacidad de sincronizar al ritmo circadiano de actividad electrorretinografica, la
aplicacion de este estimulo luminoso a diferentes momentos del ciclo circadiano
provocara cambios de fase (adelantos o atrasos) que dependeran de esta longitud de

onda utillizada y de la hora circadiana de aplicacion del estimulo.
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OBJETIVOS

Para comprobar las hipotesis propuestas, el trabajo experimental contempld los siguientes
objetivos.

Generales.

- Evaluar la participacion del 60. ganglio abdominal en la modulacion y sincronizacion del
ritmo circadiano ERG a través de estimulos de luz monocromatica de 589.6 nm. en el acocil
Procambarus.

Especificos.
- Caracterizar los efectos a corto plazo sobre el valor de la amplitud de la respuesta
electrorretinografica en el acocil Procambarus, que ocurren por la aplicacion de luz amarilla

de 589.6 nm sobre el 60. ganglio abdominal.

- Evaluar las caracteristicas del ritmo circadiano ERG cuando se aplica un estimulo unico de
luz amarilla sobre el 60. ganglio abdominal en el estado estable.

- Analizar las curvas de respuesta de fase estable (CRFe) y transitoria (CRFt) que se tienen
como resultado de la aplicacion de luz amarilla sobre el 60. ganglio abdomial.



Material y Método

Generalidades.

Se utilizaron acociles hembras y machos de la especie Procambarus clarkii,
adultos, con un peso aproximado de 20 a 40 g y un tamaito de 7 tlcm. procedentes de
Michoacan, México, donde se encuentran en condiciones de vida libre. Antes de los
experimentos, los acociles se mantenian en tinas con agua aereada, se alimentaban dos
veces por semana con zanahorias y pescado fresco y recibian un fotoperiodo con
iluminacion natural.

Durante la fase experimental se trabajo cada animal en forma individual,
colocandolo dentro de una camara con un sistema que controlaba la temperatura a 19°C +
1°C y en condiciones de fotoperiodo 12/12 (luz:6:30 a [8:30 hy, oscuridad: 18:30 a 6:30
h) con una intensidad que se regulaba individualmente para cada acocil y que no
provocara una disminucion en la respuesta electrorretinografica mayor a 20% de la
amplitud inicial. Los acociles eran colocados en una caja de lucita negra dividida en dos
compartimentos lo que permitia aplicar regimenes luminosos diferentes a cada porcion
anatomica del acocil. Inmoviles con su caparazon sujeto a una piezade acrilico y la patas
amarradas con hilo, en posicion dorso-ventral con una ligera inclinacion de 45° y

sumergidos parcialmente en agua. (fig.6).

Obtencion y caracterizacion del ritmo circadiano electrorretinogrifico.

A cada acocil con los tallos oculares inmoviles con una pequefia pieza de algodon
entre los tallos oculares, se le implantd un electrodo de metal de S a 10 micras de
diametro a través de la superficie comeal. El electrodo captaba la respuesta de los
fotorreceptores retinianos a los destellos de luz blanca enviados cada 30 minutos por un
fotoestimulador (Grass PS22) con una intensidad de 400 lux y 10 microsegundos de

duracion. La actividad eléctrica captada bajo estas condiciones era transmitida a un
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preamplificador (Grass P15) y de ahi era enviada a un poligrafo (Grass P7) por medio del
cual se obtenia un registro grafico que duraba no menos de 15 dias, necesario para su
analisis ulterior.

Los resultados de estos experimentos se analizaron midiendo cada 30 minutos, el
valor total del componente H1 del ERG, de acuerdo por lo propuesto por Naka y
Kuwabara (1959) Los valores obtenidos se graficaron en funcion del tiempo. Estas
graficas mostraron cambios en la amplitud de la respuesta, lo cual permitio establecer el
valor de los siguientes parametros. a) el periodo (medido de valle a valle en cada
oscilacion), b) la relacion actividad/reposo (ow/o) (medida tomando como punto de
referencia el 50% de la amplitud de la oscilacion y trazando una recta hasta el punto de la
siguiente oscilacion que representa el 50% de su amplitud y considerando el punto en que
cambia el sentido de la oscilacion dentro de un mismo ciclo); ¢) el nivel de oscilacion
(medido como la pendiente de una recta trazada del punto de inicio de una oscilacion al
punto de inicio de la siguiente), d) el valor de la amplitud (que se obtiene tomando en
cuenta el valor mas alto de la amplitud de la oscilacion del ERG con respecto a su valor

mas bajo). En cada caso se obtuvo el promedio, la media y la desviacion estandar.

Preamplificador Fotoesumulador

[ 1
0
o
Transductor
Poligrafo de senal de tiempo
B -
) )

Luz monocromitica Cémara de Lucia Negra

Fig. 6. Esquema del dispositivo utilizado en nuestros experimentos. El elecrodo capta la
respuesta de los fotorreceptores retinianos a destellos de luz blanca enviados cada 30 minu-
tos por el fotoestimulador. La actividad eléctrica captada en estas condiciones se registra gri-
ficamen:e en un poligrafo. La aplicacion de luz amanlla en el sexto ganglio abdominal se
hizo me-diante un iluminador con adaptacion para fibra 6puca con acoplamientos de filtros.
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["otoestimulacion del 6o. ganglio abdominal.

Para conocer el efecto que tiene la estimulacion por luz monocromatica de 589.6
nm (luz amarilla) sobre el 60. ganglio abdominal en el ritmo circadiano ERG en el acocil,
se utilizd un sistema de iluminacion de luz blanca fria (Fiber-lite, Modelo 1700; Dolan
Jenner Industries) con adaptacion para fibra optica con acoplamiento de filtros. Se utilizo
el filtro de interferencia Diel (Edmund Scientific. Co.) para el color amarillo de 589.6 nm.
Los estimulos de esta longitud de onda especifica fueron aplicados en la parte posterior
del abdomen, sobre la region que ocupa el 60. ganglio abdominal con una intensidad de
400 lux y 60 minutos de duracion al cuarto dia, es decir una vez que el ritmo circadiano
ERG presentaba caracteristicas estables y bien definidas. El experimento continuaba
durante 6 dias mas, con la finalidad de analizar los cambios ocurridos en el ritmo ERG. El
estimulo se aplicd a cuatro diferentes horas circadianas (6, 12, 18 y 24) con el fin de
explorar el ciclo a lo largo de las 24 horas. Una hora circadiana (hc) es un punto en el
ciclo y corre de las O a las 24 horas, mide un ciclo completo de la sensibilidad de un
organismo. Para determinar la hc, el valor del periodo de un ciclo se ajusta a una duracion
de 24 horas. La hc=0 es el punto del ciclo en el cual la actividad excede el 50% de la
amplitud del ciclo, la hc=24 ocurre un ciclo completo después (Pittendrigh, 1960). El
intervalo entre el apagado y el encendido del estimulo se coontrolé mediante un marcador
de tiempo automatico (Intermatic. Modelo T101). La intensidad luminosa se calibré con
un luxometro Li-cor, Inc. (modelo LI-185B, Q/R/F).

Los resultados de estos experimentos se analizaron en tres partes:
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la. -Efectos a largo plazo de la aplicacion de luz amarilla deS89.6 nm sobre el 60. ganglio

abdominal en el ritmo ERG .

Como se menciono anteriormente,en cada registro se midio cada 30 minuto el
valor del componente Hidel ERG, durante 15 dias. En el cuarto dia de registro se aplicaba
el estimulo luminoso sobre el 60. ganglo abdominal y se dejaba por 6 a 10 dias mas. Los
valores obtenidos se graficaron en funcion del tiempo, analizando los cambios en el valor
del periodo, la relacion o/c, el nivel de oscilacion y la amplitud, tanto antes del estimulo

como al 40 dia después de este. (ver cronograma).

2a.- Efectos a corto plazo de la aplicacion de luz amanlla de 589 6 nm sobre el 60. ganglio

abdominal en el ritmo ERG.

En esta parte se realizo una grafica que relaciona la amplitud de la respuesta ERG
(en porcentaje) con respecto al tiempo de aplicacion de la lua amarilla. Para ello se
considero el valor de |la amplitud del ERG con el 100%, a una medida previa al inicio de la
aplicacion del estimulo, después se grafico el valor de la amplitud durante y finalmente se
consideraron cinco horas posteriores a la aplicacion del estimulo. De esta manera se
observo la influencia a corto plazo de la aplicacion de la luz amarnilla sobre la amplitud de
la respuesta ERG evaluando la latencia y magnitud de la estimulacion con respecto a cada

hora circadiana estudiada (ver cronograma).
3a - Obtencion y caracterizacion de las curvas de respuesta de fase.

Como tercera parte del analisis de resultados y con el objeto de evaluar en forma
sencilla, los efectos provocados por un estimulo unico sobre el sistema circadiano, se

construyeron la curva de respuesta de fase estable (CRFe) y la curva de respuesta de fase

transitoria (CRFt).
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Para construir la CRFe se grafica en la ordenada, la fase del ciclo circadiano en la
que se aplica el estimulo y en la abscisa, la magnitud del cambio de fase observada en el
ritmo en estudio una vez alcanzado el estado estable, generalmente cuatro ciclos después
de aplicado el estimulo. La fase del estimulo se expresa en horas circadianas. Los cambios
de fase del ritmo en estudio pueden ser graticados (en horas) como avances (A9+) ,
retraos (AB-) o sin cambio.

La curva de respuesta de fase transitoria (CRFt) se construye graficando el valor
de la fase del ciclo, al dia siguiente de aplicado el estimulo, en funcion de la hc de
aplicacion. Una vez construida la CRFe se calculo el area bajo la curva de los atrasos y de
los adelantos por medio de un programa de computadora que utiliza la regla de los
minimos cuadrados (Enright, 1965), para expresar con la relacion atrasos/adelantos (at/ad)
el tipo de cambio predominante. Fueron realizados cinco experimentos de no menos de 15

dias para cada hora circadiana estudiada.

CRONOGRAMA

a) Evaluacion a corto plazo
(5 horas)

b) Evaluacidn o lorgo plozo
(3¢ periodo, nivel de
oscilocidén, omplitud,
relocion e</0)

Luz amarilla (589.6nm)

l crr CRFe

* o | o

T T A A S . S S —_—

Dias 6revio's al . -

registro 0 b 5
t Dias

Inicio de
experimento
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RESULTADCS

Nuestros resultados se describiran en dos partes, primero los efectos a largo plazo, y
después los efectos que provoca a corto plazo, la aplicacion de la LM de 589 6 nm (luz amanilla)
sobre el 60. ganglio abdominal en las caracteristicas del ritmo circadiano ERG.

1 - Efectos a largo plazo provocados sobre el ritmo circadiano ERG cuando se aplica luz amarilla
sobre el 60. ganglio abdominal.

Los estimulos de luz amarilla de 589 6 nm aplicados sobre el 60. ganglio abdominal, a
cuatro diferentes horas circadianas (6, 12, 18 y 24) provocaron cambios en la frecuencia natural
de oscilacion del ritmo ERG. Los parametros que evaluamos, fueron: el valor del periodo, la
relacion o/o, el nivel de oscilacion y la amplitud. Se describiran para mayor detalle en forma
separada. Es importante mencionar que todos estos parametros fueron evaluados en una fase
estable del ritmo (cuarto dia de aplicado el estimulo).

I.1. Periodo.

En nuestros experimentos encontramos que para esta especie de acocil (P. clarkii), el
valor promedio del periodo fue de 24 hrs, bajo condiciones de fotoperiodo 12/12. En todos
nuestros experimentos, no encontramos cambios en este parametro. Este valor fue evaluado en
una fase estable del ritmo, dos dias antes y cuatro dias después de haber aplicado el estimulo
luminoso. (Fig. 7 y Cuadro 4).
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Amplitud ERG (%)

100 -

50

hci2

HORA DEL DiA

Fig. 7.- Registro tipico que muestra un ritmo circadiano ERG obtenido en condiciones
constantes de temperatura y con un fotoperiodo 12/12 (L: 6-18 y O: 18-6). La flecha
indica el momento de aplicacion del estimulo de luz amarilla (60 min. y 400 lux de
intensidad) sobre el 60. ganglio abdominal, a las 12 hc. Note que el valor del periodo

(1) no se modifica en el estado estable.
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Relacion a/c
Hora circadiana Antes Después Cambio Total
1.5 1.9 +040
1.06 14 2020
6 1.0 152 +0.52
15 163 +0.10
1.2 116 +0.40
22 3.0 +0.80
12 12 | 56 +036
116 16 +0.44
12 116 +0.40
1 66 222 + 054
156 222 +0.64
18 225 3.0 +0.75
18 13 - 05
1.52 176 +024
1.76 19 +014
24 19 22 +0.30
16 19 +0.30

Cuadro 1.- Resumen de los efectos de la aplicacién de un estimulo unico de luz
amarilla de 589.6 nm (60 min. de duracion y 400 lux de intensidad) sobre el 6o0.
ganglio abdominal en la relacion a/c del ritmo circadiano ERG en el acocil.
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|.2. Efectos sobre la relacion a/o.

Fste parametro se modifico en todas las horas circadianas en las que se aplico el estimulo
luminoso. Un aumento de la duracion de la fase de actividad con relacion a la fase de reposo
(aumento en la relacion c/c) fue aparente tanto en el dia, como en |a noche subjetiva. Cuando el
estimulo luminoso se aplico a las 12 y 18 hc, observamos que el valor de la relacion ao, tenia un
promedio que va de 0.50 a 0.68 hrs. con una DS de 0.04 y 0.03, respectivamente. Mientras que
cuando el estimulo se aplico a las 6 y 24 hc, el valor promedio de la relacion a/c fue de 0.30 vy
0.25 hrs. respectivamente y con una DS de 0.01 para ambos casos (Fig. 8 y Cuadro 1).

1.3 - Efecto sobre el nivel de oscilacion.

El nivel de oscilacion es otro parametro del ritmo circadiano ERG, que se modifico por la
aplicacion de luz amarilla sobre el 60. ganglio abdominal. Cuando el estimulo se aplico a las 6 y
las 24 hc, encontramos que el valor de la pendiente (m) se encontraba con un promedio que va
de +0.16 y +0.11, y una DS de 0.08 y 0.05, para estas horas circadianas respectivamente.
Mientras que, cuando los estimulos se aplicaron a las 12 y 18 hc, no se encontraron cambios en
el valor de la pendiente (Cuadro 2). En la Fig. 9 se muestra un registro representativo de este
efecto.

1.4. - Efectos sobre la amplitud.

En nuestros resultados, encontramos en forma general un predominio en la disminucion
en el valor de la amplitud. Los cambios mas representativos se presentaron cuando el estimulo
luminoso se aplico a las 12 y 18 hc, con un valor promedio que va del 30 al 50 %,
respectivamente. A la he 6, tenemos experimentos donde el valor de la disminucion era del 28%
como promedio. Cuando el estimulo luminoso se aplico a la hc 24, encontramos de manera
interesante, experimentos en donde el valor de la amplitud aumenta, sin embargo este aumento
tan solo fue del 10 al 15 %. Es importante seflalar que, aunque encontramos en forma general
una disminucion en el valor de la amplitud, también encontramos que, en por lo menos un
experimento para cada hora circadiana estudiada, no se presentaron cambios en este parametro
(Cuadro 3). En la Fig. 10 se muestra un registro con un cambio representativo en el valor de la
amplitud del ritmo circadiano ERG.
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Fig. 8.- En esta grifica se ilustra el efecto que provoca la aplicacion de un estimulo unico
de luz amarilla (1) sobre el 60 ganglio abdominal en la relacion a/o. El estimulo fue
aplicado a la hc 12, provocando un aumento en la relaciéon o/c de 2.2 a 3.0 hrs, a
expensas de un aumento en la duracion de la fase de actividad, con respecto a la tase de

repuso.
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Hora circadiana Cambios en el nivel de oscilacién
pendiente (m)

No cambia
6 +0.15
+0.16
+0.16

No cambia
12 No cambia
No cambia
-0.14
No cambia

No cambia
18 No cambia
+0.13
No cambia

+0.13
24 +0.12
+0.12
+0.07

Cuadro 2.- En este cuadro se resumen los cambios obtenidos en el nivel de oscilacion a
todas las horas circadianas estudiadas, cuando se aplica un estimulo vunico de LM de
589.6 nm (60 min. de duracion y 400 lux de intensidad) en el 60. ganglio abdominal .
Note el predominio de los cambios en este parametro a las 6 y 24 hc, asi como la falta
de cambios a las 12 y 18 he.
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Fig. 9.- En esta grafica se 1nuestra un aumento en el nivel de oscilacion (m= 0.30) en el
ntmo circadiano ERG, provocado por la aplicacion de un estimulo unico de luz amanila
(¥) sobre el 60. ganglio abdomninal a la he 24.
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Hora circadiana

Valor de la amplitud
(%)

V25
116
No cambia
No cambia

12

125
{30
15
112

No cambia

18

RN
No cambia

1S
{20

24

V158
t1s
No cambia
t10

Cuadro 3.- En este cuadro se resumen los cambios (representados en %) en el valor de
la amplitud relativa, al aplicar un estimulo Unico de luz amarilla de 589.6 nm sobre el
60. ganglio abdominal a cuatro diferentes horas circadianas (6,12,18 y 24). Note el

predominio en general, de los valores de disminucion en la amplitud relativa,
principalmente a las 12 y 18 hc.(4: disminucién; T: aumento).
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Hora Valor del Cambio en la Cambio en la Nivel de
Circadiana | Periodo (24 | Relacién o/c Amplitud (%) | Oscilaciéon (m)
hrs) (hrs)
+0.40 125 No cambia
-0.20 {16 +0.15
6 +0.52 No cambia +0.16
+0.10 No cambia +0.16
SIN +0.40 {25 No cambia
+0.80 {30 No cambia
12 +0.36 {15 No cambia
+ 044 $12 -0.14
+ 0.40 No cambia No cambia
CAMBIO + 0.54 {50 No cambia
+ 0.64 No cambia No cambia
18 +0.75 115 +0.13
- 0.50 420 No cambia
+0.24 175 +0.13
+0.14 115 +0.12
24 +0.30 No cambia - 0.12
+0.30 110 +0.07

Cuadro 4.- Resumen general de los efectos a largo plazo provocados por la aplicacion
de luz monocromatica de 588.6 nm en el 60. ganglio abdominal sobre el ritmo
circadiano ERG. Los cambios fueron medidos al cuarto dia de aplicado el estimulo .
(m= pendiente).
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2.- Efectos a corto plazo de la aplicacion de iuz amarilla sobre ¢l 60. ganglio abdominal.

En este grupo experimental, graficamos los cambios en las caracteristicas del ERG,
inmediatamente después de haber aplicado un estimulo de luz amarilla. La luz se aplico
directamente sobre el 60. ganglio abdominal en cuatro horas circadianas diferentes (6, 12, 18 y
24 he).

Analizamos el valor de la latencia, los cambios en la amplitud y la duracion en la
estabilizacion del ERG. A la hc 6, la disminucion en el valor de la amplitud se presento en forma
simultanea con la aplicacion del estimulo luminoso. Este valor disminuye en forma notable en
algunos de nuestros experimentos, hasta en un 30 %. La disminucion en el valor de la amplitud
fue tan intensa que después de cinco horas no habia alcanzado su valor inicial. (Fig. 11,A). A la
he 12, los efectos se presentaron aproximadamente 30 min. después de haber aplicado el estimulo
luminoso. Se encontro una gran dispersion en el valor de la amplitud, con experimentos que
presentaron tanto aumentos de hasta un 30%, como disminuciones de hasta un 22%. En ningiin
caso el valor de la amplitud se estabilizo en el valor inicial (Fig. 11,B). A la hc 18 los efectos en
el valor de la amplitud, también se presentaron en forma simultanea con la aplicacion del estimulo
luminoso. En este grupo experimental se presentaron tanto aumentos de tan sélo un 10%, como
disminuciones de un 15%. Sin embargo, después de cinco horas, el valor de la amplitud, en casi
todos los experimentos, trat de estabilizarse hasta alcanzar el valor inicial (Fig. 11,C ). A la he
24, no se encontraron cambios en el valor de la amplitud, a excepcion de un experimento en
donde disminuye s6lo un 5%. En este grupo experimental se observa una estabilizacion del valor
de la amplitud, durante las cinco horas que dur6 nuestro registro (Fig. 11,D ).

3.-. Curvas de respuesta de fase.

Aplicamos un estimulo luminoso unico de luz amarilla, a cuatro diferentes horas
circadianas, y graficamos nuestros resultados al medir los cambios de fase en el ritmo circadiano
ERG. Medimos los cambios de fase a las 24 horas y al cuarto dia después de haber aplicado el
estimulo luminoso, y construimos una curva de respuesta de fase transitoria (CRFt) y estable
(CRFe), respectivamente.

La CRFt en nuestros experimentos se caracteriza por presentar un comportamiento
bimodal. Existe una zona de adelantos de fase a las 12 y 18 hc, los valores promedio de los
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Fig. 11.- En estas cuatro graficas se muestran los efectos a corto plazo en el valor de la
amplitud del ERG, al aplicar un estimulo de luz amarilla de 589.6 nm (400 lux de
intensidad y 60 min. de duracion) sobre el 60. ganglio abdominal, acuatro diferentes horas
circadianas (6, 12, |8 y 24). La barra negra horizontal en el eje de las ordenadas indica el
inicio y la duracion del estimulo. Cada trazo representa un registro individual.
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adelantos de fase para estas horas circadianas fueron de 2.86 y 2.1 hrs. respectivamente. La zona
de atrasos de fase se presentdo a las 6 y 24 hc, con valores promedio de 14 y 1.2 hrs.
respectivamente. Con base en nuestros resultados. czlculames los valores del area bajo la curva
de los atrasos (at:30) y de los adelantos (ad:47), obteniendo una relacion at/ad de 0.62, es decir
un ligero predominio para el area de los adelantos de fase. (Fig. 12)

En el caso de la CRFe, de acuerdo a nuestros experimentos, se caracteriza por presentar
también un comportamiento bimodal. La zona de adelantos de fase, se presenta cuando el
estimulo se aplico a las 6 y a las 24 hc, el valor promedio de los adelantos de fase fue de 2.68 y
3.25 hrs. respectivamente. La zona de atrasos de fase se presento a las 12 y a las 18 hc, con un
valor promedio para los atrasos de fase de 3.7 y 1.73 hrs. respectivamente. Calculamos el area
bajo la curva de la zona de atrasos con un valor de 48 y para la zona de los adelantos con un
valor de 52. La relacion at/ad fue de 0.92, es decir, con un predominio para el area de los
adelantos de fase (Fig. 13).

Todos los estimulos de luz amarilla aplicados sobre el 60. ganglio abdominal, a estas
diferentes horas circadianas estudiadas, fueron capaces de provocar cambios de fase, cuya
magnitud y sentido dependio del momento en el que fueron aplicados. Es importante mencionar
que, aunque en algunos experimentos no se presentaron estados transitorios, si se observaron
cambios de fase en el estado estable. Por ejemplo, en dos de nuestros experimentos, uno en
donde el estimulo luminoso se aplico a las 6 y otro a las 12 hc, no se presentaron estados
transitorios. Sin embargo en el estado estable del ritmo, se presentaron adelantos de fase de 2.48
y 1.38 hrs. respectivamente (Cuadro 5).
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Fig. 12.- En esta grafica se presenta la curva de respuesta de fase transitoria (CRFt)
obtenida al graficar la magnitud de los cambios de fase , 24 horas después de aplicado el
estimulo Unico de luz amarilla de 589.6 nm sobre el 60. ganglio abdominal a cuatro
diferentes horas circadianas. En esta grafica se observa un comportamiento bimodal con

una relacion At/Ad de 0.62 (n=4).
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Fig. 13.- En esta grafica se muestra la curva de respuesta de fase estable (CRFe) obtenida
al graficar la magnitud de los cambios de fase provocados en el ritmo circadiano ERG al
aplicar estimulos luminosos inicos de luz amarilla de 589.6 nm (60 min.de duracion y 400
lux de intensidad ) sobre el 60. ganglio abdominal, a cuatro diferentes horas circadianas (6,
12, 18 y 24). La grafica muestra un comportamiento bimodal con un ligero predominio del
area de los adelantos con respecto a los atrasos, con una relacion At/Ad = 0.92 (n=4).
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Cambio de fase Cambio de fase
Hora circadiana estable transitorio
(A8) (horas) (46) (horas)

+37 -1.6
+24 -1.2

6 +24 -
+20 +08
-30 +15
-48 +19

12 -6.0 -4.5
-36 +52
-1.4 -
-1.5 +0.75
+1.5 +18

18 -1.4 +0.92
-2.3 +50
+4.5% -0.82
+33 -0.82

24 +1.7 -20
+35 +4.1

Cuadro §.- Magnitud de los cambios de fase en ei estado estable y transitorio del ritmo
circadiano ERG, provocados por la aplicacion de luz monocromitica de 589.5 om
sobre el 60. ganglio abdominal.



DISCUSION

Dos de los parametros que participan de manera importante en la modulacion de los ritmos
circadianos, son los cambios en la intensidad y la longitud de onda de la luz ambiental. La
imposicion de los ciclos de luz artificial con diferentes duraciones en la fase luz-oscuridad, asi
como la aplicacion de estimulos luminosos unicos en diferentes momentos del ciclo, son una de
las mejores herramientas para analizar y evaluar algunas de las propiedades de los ritmos
circadianos (Pittendrigh, 1993).

La luz es una de las sefiales ambientales mas importantes para los sistemas circadianos y sus
efectos sobre éstos han sido ampliamente estudiados, desde organismos unicelulares hasta
organismos mas complejos como el humano. En este sentido es importante mencionar, que en
condiciones normales, el oscilador u osciladores circadianos estén sincronizados por las
fluctuaciones nictamerales del ambiente y es la luz, la modalidad de energia que mis
poderosamente influye sobre la ritmicidad y sobre aquellos procesos orientados a la adaptacion
del individuo a su nicho temporal. De ahi que sean los fotorreceptores y las vias entre estos y los
osciladores, los sistemas aferentes mejor estudiados hasta ahora. Por ejemplo, en algunos
mamiferos como la rata, son los fotorreceptores retinianos, los transductores de la informacion
sobre la iluminacion ambiental y en varias especies, se ha logrado establecer, que la enucleacion
de los globos oculares desacopla la ritmicidad endogena con respecto al nictamero (Moore,
1995). En invertebrados, en tanto que el ritmo locomotor de 1a cucaracha es modulado mediante
fotorreceptores retinianos (Nishiitsutsuji-Uwo y Pittendrigh, 1967), en otros insectos como la
polilla, el ritmo de eclosion depende de fotorreceptores extrarretimianos (Truman, 1970) y en
moluscos, aun no estd del todo definida la participacion de la retina en la modulacion de la
ritmicidad en una gran cantidad de funciones biologicas (Block y cols., 1995).

En crusticeos, el ritmo de la locomocion (Page y Larimer, 1972; Inclan-Rubio y Fuentes-
Pardo, 1987), como el de migracion del pigmento retiniano distal (Aréchiga, 1992) parecen estar
bajo la influencia de receptores extrarretinianos. Sabemos que en el caso particular del acocil, esta
bien descrito el papel que desempedia el 60. ganglio abdominal como fotorreceptor
extrarretiniamo, desde los trabajos de Prosser (1934), quién encontré que la iluminacion del 60.
ganglio abdominal del acocil Procambarus clarkii, producia cambios en el patron de descarga de
los potenciales de accion registrados en el tejido conectivo. Trabajos posteriores demostraron la
existencia de un par de neuronas fotorreceptoras en este mismo ganglio (Kennedy, 1963; Kondoh
y Hisada, 1986) cuyas caracteristicas espectrales sugieren que el fotopigmento involucrado en la
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la intesidad de la luz se aumenta. El ajuste especifico del valor del periodo a los diferentes niveles
de intensidad han sido atribuidos a las caracieristicas de tespuesia de fase del marcapaso del
organismo en estudio (velocidad de respuesta) (Daan y Pittendrigh, 1976a). A este respecto se ha
observado que en Gonyaulax, el valor del periodo en el ritmo de bioluminiscencia puede alargarse
o acortarse, al aumentar la intensidad de la luz, asi como también dependiendo de las
caracteristicas espectrales de la luz. Incrementando la intensidad de la luz azul o la luz blanca
(<400 nm) se acorta el valor del periodo, mientras que el valor del periodo se alarga con
intensidades altas de luz roja o amarilla (Roenneberg y Hastings, 1991). En el acocil
Procambarus, el valor del periodo del ritmo ERG en oscilacion libre depende del estado
fisiologico del organismo, de las condiciones ambientales (intensidad de la tuz, temperatura), de la
historia previa de iluminacion y podriamos incluir de la composicion espectral de la luz, ya que po
e¢jemplo el valor del periodo obtenido con luz roja aplicada de manera continua sobre los ojos es
mayor que el encontrado cuando se aplica luz azul (Inclan-Rubio, 1988). Hubiera sido interesante
trabajar en nuestros experimentos con diferentes intensidades de luz amarilla y observar si en esta
especie de acocil, ocurre algo similar a lo reportado para Gonyaulax, aunque este es un
organismo unicelular. De igual manera sera necesario obervar lo que ocurre al ritmo ERG, cuando
se aplique diferentes longitudes de onda sobre sistemas fotorreceptores extrarretinianos y conocer
su capacidad sincronizadora, sobre este ritmo. Asi como la luz ambiental participa en la
modulacion del valor del periodo en la ritmicidad circadiana, también se ha demostrado la
participacion de factores genéticos. Por ejemplo en mutantes de Drosophila melanogaster, se ha
visto la existencia de un gen denominado per, que através de la sintesis de la proteina del mismo
nombre modula el valor de la longitud del t (Sehgal y cols., 1995).

Con respecto a la relacion a/c, observamos que éste parametro se modifico para
todas las horas circadianas estudiadas. En general podemos hablar de un aumento en la duracion
de la fase de actividad con relacion al reposo (Fig. 8). Sin embargo en 2 experimentos, uno en
donde el estimulo se aplicé a las 6 y otro a las 18 hc, mostraron el efecto inverso (cuadro I). El
desconocimiento de los procesos generadores de la relacion «/c nos impiden que se expliquen
con claridad los hechos anteriormente descritos.

Con relacion al nivel de oscilacion, que es un parametro que también se modifico en
forma importante por la aplicacion de luz amarilla sobre el 60. ganglio abdominal, observamos
cambios que se presentaron cuando los estimulos se aplicaron a las 6 y las 24 hc, en tanto que no
se presentaron cambios en este parametro, cuando los estimulos se aplicaron a las 12 y 18 he
(cuadro 2). Creemos que estos cambios son debido a la sensibilidad circadiana del sistema, ya que
estos animales son de habitos noctumos, la respuesta a estimulos sensoriales se encuentra
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transduccion de la seiial es una clase de rodopsina, muy similar a la que media la fotorrecepcion
en el 0jo de este tipo de acocilcs (Bruno y Kennedy, 1962), con una sensibilidaa espectral maxima
situada en la longitud de onda para el color rojo (Block y cols.,1974).

El ERG que obtuvimos del ojo compuesto del acocil Procambarus, presenta
caracteristicas circadianas de un animal nocturno, con la presencia de una acrofase durante la
noche y otra minima durante el dia (figs. 7, 8, 9 y /0). Estos resultados se asemejan a los
reportados por otros autores (Aréchiga y Fuentes-Pardo, 1970; Fuentes-Pardo e Inclin-Rubio,
1981). De acuerdo a nuestros objetivos, en los cuales nos propusimos estudiar la participacion de
los fotorreceptores caudales en la modulacion del ritmo ERG por la aplicacion de estimulos de
luz amarilla, observamos que cuando ésta se aplica sobre el 60. ganglio abdominal se presentan
modificaciones sobre todos los parametros que conforman el ritmo ERG. Asi y dependiendo de la
hora circadiana en la que realizamos nuestros experimentos, el analisis de los datos demuestra
cambios muy interesantes que detallaremos a continuacion.

Si bien es cierto que nuestros experimentos no explican por si mismo el fenomeno conocido
como sincronizacion, apoyan la hipotesis de la existencia y participacion de elementos
fotorreceptores extrarretinianos que pueden participar en la modulacion del ritmo circadiano
ERG. Estos efectos sobre las modificaciones del ritmo ante la aplicacion de un estimulo luminoso
unico habian sido observados anteriormente como efectos propios de la capacidad sincronizante
del estimulo (Pittendrigh y Daan, 1976a).

En nuestros resultados, el valor del periodo no se modificé, aunque es importante
mencionar que los acociles eran mantenidos, bajo fotoperiodo 12/12 y con temperatura constante
(<19°C). Sabemos que entre los factores ambientales que modifican el valor del periodo (t),
destaca su independencia a las condiciones de iluminacion ambiental. En forma general los
principales efectos se resumen en las ‘“reglas de Aschoff” (Aschoff, 1984) y de acuerdo con
Pittendrigh (1993), cuando un organismo se encuentra bajo condiciones de sincronizacion como
lo es con un fotoperiodo 12/12, su periodo en oscilacion espontanea, sera igual a la duracion de
periodo completo manejado, es decir 24 horas, como lo fue el caso de nuestros experimentos.
(cuadro 2; fig. 7). Este fenomeno provee a los sistemas biologicos de un mecanismo por el cual
estos son capaces de reconocer la hora local, propiedad. sin la cual, esto no tendria relevancia
adaptativa.

En muchos organismos, la longitud del valor del periodo (1) bajo condiciones
constantes, depende de la intensidad de la luz (Aschoff, 1979), acortandolo o alargandolo cuando
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aumentada durante las horas de la noche, es decir alrededor de las 24 horas, mientras que a las
horas del dia, la actividad se encuentra disminuida, como ocurre en nuestros resultados (fig.9).
Sin embargo en vista de que una gran cantidad de mecanismos responsables de la generacion y
manutencion de los ritmos circadianos aun no se conocen, solo nos limitamos a observar algunas
caracteristicas y propiedades consideradas propias del oscilador u osciladores responsables.

Otra de las caracteristicas que se evaluaron en el rnitmo ERG al estimular el 6o.
ganglio abdominal con esta longitud de onda, tanto en registros a largo (fig./0), como a corto
plazo (fig./ 1 y cuadro 3), fue el valor de la amplitud. Se pudo comprobar que en ambos grupos
experimentales, hay una disminucion importante en el valor de la amplitud, la que sigue un curso
temporal diferente al que se observa cuando la aplicacion de la luz se hace sobre los
fotorreceptores visuales (Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1987), ya que en este caso no sdlo el
valor de la disminucion es mayor, sino que requiere de una latencia menor para manifestarse.
Estas diferencias parecerian triviales si tomamos en cuenta el sustrato anatomico en el que se
basa cada una de las interacciones en este efecto. La estimulacion luminosa del sistema visual
desencadena un reflejo neuroendocrino que se inicia desde los fotorreceptores visuales hacia el
ganglio optico y de ahi hasta un centro integrador que puede ser el ganglio cerebroide (Fuentes-
Pardo y Garcia, 1979; Serrato y cols., 1996). En tanto que la estimulacion de los fotorreceptores
caudales probablemente provocaria la activacion de una via aferente mucho mas larga desde estos
fotorreceptores, hasta hacer sinapsis en el ganglio cerebroide (Hermann, 1972; Inclin-Rubio,
1991). Desde este sitio se activaria el sistema neuroendocrino, con las consecuencias efectoras
que esto implica, es decir, la activacion de la migracion de los pigmentos retinianos accesorios
hacia una posicion de adaptacion a la luz, por la hormona dispersora del pigmento distal
(HDPD), almacenada en el sistema organo x-glindula sinusal (Aréchiga, 1993; Fanjul-Moles y
cols., 1991). Finalmente la consecuente disminucion en la sensibilidad a la luz de los
fotorreceptores visuales , que se manifiesta por una reduccion en el valor de la amplitud del ERG,
(Fuentes-Pardo y Garcia, 1979) sea en los fotorreceptores visuales o en los caudales (Inclan-
Rubio, 1991). Como lo que ocurrio en nuestros resultados en el grupo experimental a largo plazo
(Fig. 10y cuadro 3).

Debido a que en nuestros resultados a corto plazo, observamos que el valor de la
amplitud del ERG disminuia a las 6 y 24 hc, pero tenian dispersion de los valores, es decir, tanto
* aumentos como disminuciones a las 12 y 18 hc (fig.//). Es importante analizar como se lleva
acabo la integracion de la sefial luminosa hasta el ganglio cerebroide cuando 1a luz llega através de
los fotorreceptores visuales y lo que se conoce acerca del mecanismo de transducion de la seial
luminosa a través del fotorreceptor caudal. En la respuesta a la intensidad luminosa a través del
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nervio optico del acocil Procambarus clarkii, participan 14 neuronas visuales , conocidas como
tibras de accion sostenida. Lstas neuronas ticacu una frccucncia dc descarga de manera fasica-
tonica, proporcional a la intensidad luminosa y con una duracion igual a la del estimulo (Wiersma
y Yamaguchi, 1966). Cada una de las 14 neuronas del grupo pueden ser diferenciadas por su
campo sensorial definido en la retina. Su soma esta localizado en la médula intema (Kirk y cols.,
1982) y sus axones viajan a través del nervio optico hacia el ganglio cerebroide, donde establecen
conexiones con interneuronas visuales descendentes (Wood y Glantz, 1980) y con intemeuronas
locales (Okada y Yamaguchi, 1988).

Serrato y cols. (1996) estudiaron la via visual del acocil Procambarus con estimulos
de luz monocromatica y registraron la actividad eléctrica en tres niveles: en el ojo (ERG), en el
trayecto de la via visual entre la médula externa y la médula interna, y en el l6bulo optico del
ganglio cerebroide. Sus resultados sugieren que el procesamiento de las seiiales visuales se lleva a
cabo en diferentes circuitos dentro del ganglio cerebroide. esto iria de acuerdo con lo ya sugerido
por Bullock y Horridge, desde 1965, donde se menciona que la estimulacion de receptores
sensoriales periféricos provoca cambios en la actividad eléctrica y esta actividad llega hacia el
ganglio cerebroide a través de vias especificas, no determinadas hasta ahora. Los estudios de
Serrato y cols. también monstraron que la morfologia del ERG dependia de la longitud de onda
aplicada, por ejemplo, estimulos de longitud de onda corta (475 nm) asi como de onda larga (675
nm) manifestaban ERGs con amplitud pequefia y con latencias largas. En tanto que, estimulos de
longitud de onda intermedia (575 nm) provocaban ERGs con amplitud mayor y con latencias
cortas. Estos estimulos luminosos de diferente longitud de onda son capaces de estimular
diferentes combinaciones de fotorreceptores que generan una actividad eléctrica caracterizada
como “trenes de espigas”. Esta caracteristica fue utilizada para localizar la region a lo largo de la
via visual donde se pudiera llevar a cabo la integracion, reportando que comienza en el tallo
ocular, a nivel entre la médula externa y la médula interna.

Quizas uno de los hallazgos mas significativos de estos experimentos es que el
numero de “espigas” y el intervalo de presentacion entre ellas, no es el mismo para cada longitud
de onda aplicada. Sus resultados sugieren que las espigas generadas por diferente longitud de
onda viajan por circuitos neuronales diferentes hacia el ganglio cerebroide, apoyando la hipotesis
de la “linea marcada”. Otra posibilidad sugerida por los autores es que exista una mayor
sensibilidad para unas longitudes de onda que para otras, para el comienzo de la actividad
eléctrica. La posibilidad de que el sistema nervioso de los crustaceos analize selales sensoriales
por un mecanismo como lo es la “linea marcada™ puede tener sus bases anatomicas en el pequefio
numero de células dedicadas a estas tareas. El acocil tiene cerca de 70,000 neuronas en el ganglio
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cerebroide, de esta manera es posible que esta hipotesis sea la mejor utilizada, por simple que
parecicra.

En el caso de nuestros experimentos, es posible sugerir que las sefiales sensoriales
luminosas captadas por el 60. ganglio abdominal utilicen esta hipoteis para llevar la informacion
hacia el ganglio cerebroide y de ahi a los efectores correspondientes, como lo serian los pigmentos
retinianos accesorios. Sabemos que las neuronas localizadas en el 60. ganglio abdominal
responden a luz con un incremento en la frecuencia de disparo (Wilkens y Larimer, 1972; Inclan-
Rubio y Fuentes-Pardo, 1987). Aunque se conoce poco acerca del mecanismo de transduccion de
la luz a nivel molecular en este tipo de receptores, trabajos llevados a cabo por Kruszewska y
Larimer (1993) apoyan la existencia de un sistema de segundos mensajeros implicados en éste
fenomeno. Estos estudios se fundamentan en el hecho de que la respuesta a la luz en el
fotorreceptor extrarretiniano del acocil Procambarus, se caracteriza por presentar una gran
latencia, aumento en la frecuencia de descarga y una gran amplificacion de la respuesta. En estos
experimentos se reporta que la inyeccion intracelular de diversos mensajeros conocidos, como el
[P3, Cat+ y GTP, muestran un aumento en la actividad celular, similar a las respuestas que se
originan cuando se aplican estimulos luminosos. Recientemente, Golombeck y Ralph (1995)
proponen a una protein kinasa tipo II dependiente de calcio/calmodulina (CaM kinasa II) como
una molécula que puede participar en la transduccion de sefiales en respuesta a estimulos
luminosos, por lo menos en el nicleo supraquiasmatico de mamiferos. Quizas esta molécula
también se encuentre en el fotorreceptor caudal del acocil, participando en la transduccion de la
sefial.

Una descripcién morfologica de los fotorreceptores caudales ha sido posible gracias a
las técnicas de tincion para células individuales, por ejemplo, el amarillo fluorescente. En realidad,
las arborizaciones dendriticas de estos fotorreceptores parecen familiares y la estructura de éstas
células ha sido reportada repetidamente y en diferentes contextos de investigacion de las
interneuronas del 60. ganglio abdominal (Reicher y cols.,, 1983). Por su parte Nagayama y
Newland (1993), marcaron las arborizaciones de lso fotorreceptores caudales a todo lo largo de la
cadena ganglionar abdominal, de acuerdo a la respuesta eléctrica atribuida a los fotorreceptores.
Las arborizaciones dendriticas son pequeiias en el ganglio abdominal toracico, pero mas extensas
en los ganglios sub y supraesofagicos. De esta manera, estos fotorreceptores tienen una secuencia
de 12 dendritas espaciadas regularmente.

Edwards (1984) encontro que la iluminacion del telson del acocil produce flexion del
abdomen seguido de un inicio del reflejo de huida. Ademas la estimulacion intracelular de estos
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fotorreceptores induce la excitacion de las neuronas que participan en la acitividad locomotora, en
especifico en el caminar (Simon y Edwards, 1990). S¢ ha visto gue cuando ¢l 60. ganglio es
iluminado, la respuesta de las motoneuronas es similar a la que es producida por estimulacion de
las neuronas que inician el caminar hacia atras (Kovac, 1974). Sin embargo, la latencia para estos
efectores es mas lenta en animales imposibilitados para captar sefiales luminosas on retinas
cubiertas (Edwards, 1984), apoyando la idea de que los fotorreceptores retinianos y
extrarretinianos participan en la respuesta de retirada (Femandez de Miguel y Aréchiga, 1992).

El significado adaptativo de los fotorreceptores abdominales aun se desconoce. Se ha
propuesto que tal vez el animal utiliza este sistema sensoriai como un dispositivo de alarma, de
alguna manera se pone en alerta cuando la cola estd expnesta ante estos estimulos, principalmente
de tipo luminico. Sin embargo la respuesta bajo circunstancias naturales es mucho mas compleja
que la estudiada bajo condiciones de laboratorio experimental y por este motivo se ha estudiado
el papel que desempedan los fotorreceptores caudales en el comportamiento del animal, por
video-monitoreo, el cual es analizado por técnicas de computacion asistida. En estso estudios se
menciona la existencia de una comunicacion o conexion directa con las vias nerviosas que
controlan la actividad locomotora. Se ha reportado que las vias eferentes de los fotorreceptores
caudales, que provienen del ganglio cerebroide pueden tener otros efectos conductuales, tales
como los movimientos coordinados de las antenas, asi como también cambios en los movimientos
posturzles del abdomen (Tautz, 1987). En Procambarus clarkii, los animales en reposo, adoptan
una posicion inclinada, esta posicion es casi insensible a cualquier tipo de estimulacion visual.
Estas consideraciones de mecanismos funcionales implicados en la mecanosensiblidad incluyen la
sugerencia de que el sistema visual y el caudal trabajan en conjunto (Wilkens, 1988).

Por otra parte, en nuestros resultados encontramos que las horas circadianas en las
que el sistema ERG fue mas sensible, fueron a las 6 y las 12 he(Cuadro 4, fig. 11). Encontramos
que la aplicacion de la luz amarilla sobre el 60. ganglio abdominal es capaz de provocar una
disminucién en el valor de la amplitud del ERG y la intensidad de este efecto depende de la hora
del dia en que se aplico el estimulo. Es muy interesante hacer notar que el valor de las latencias
también se modifica dependiendo 1a hora del dia, siendo estas mas cortas a la hc 6 y 18 que a las
12 y 24. Es importante mencionar que la duracion de la estabilizacion después de aplicado el
estimulo, igualmente presentd cambios con respecto a la hora del dia. Observe en la figura /1,
que mientras los experimentos de la hc 24 se estabilizan en aproximadamente una hora, para las
otras hc estudiadas (6,12 yl8) esto se lleva a cabo inclusive cuatro horas después, como por
ejemplo a la he 18, e inclusive en los experimentos de la hc 12 estos no se llegan a estabilizar
durante el tiempo que duro el registro. Es probable que estos cambios sean debidos a la
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sensibilidad circadiana de por lo menos tres factores fisiologicos que participan en la modulacion
del vitmo ERG. El primero de ellos es la movilizacion del pigmento retiniano distal, debido a la
accion de la HDPD, liberada en forma ritmica desde la glandula sinusal. El segundo factor
fisiologico es la movilizacion del pigmento retiniano proximal, el cual muestra un ritmo circadiano
de migracion independiente de cualquier influencia hormonal y finalmente la sensibilidad a la luz
del propio receptor, que se presenta en forma independiente de la presencia de los pigmentos
retinianos accesorios y que también varia en forma circadiana. De la interrelacion de estos tres
factores depende la amplitud de las variaciones circadianas de la respuesta a la luz por parte de los
fotorreceptores visuales. Es posible que la aplicacion sobre el 60. ganglio abdominal de la luz
amarilla de 589.6 nm que utilizamos en nuestros experimentos, provoque la activacion de la
interneuronas fotosensibles en este ganglio estimulando una via aferente, la cual hace sinapsis con
el ganglio cerebroide. Esta activacion desencadena un reflejo neuroendocrino que libera a la
HDPD.

Asi como lo han reportado otros autores (Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo, 1987; Wilkens,
1988), la frecuencia de disparo de los fotorreceptores caudales, también presenta un patron
circadiano y al mismo tiempo provoca una disminucion en el valor de la amplitud del ERG. Esta
disminucion es mas pronunciada durante las horas de la noche, que de las del dia y apoyan la idea
de que el 60. ganglio es un oscilador capaz de propiciar 0 modular la sincronizacion por luz
monocromatica del ritmo circadiano ERG. También Inclan Rubio y Fuentes-Pardo (1987)
demostraron la existencia de la comunicacion funcional entre estos dos sistemas de
fotorreceptores, al aplicar luz blanca sobre el 60. ganglio abdominal y evaluar los cambios en el
tamafio de la pseudopupila en el acocil Procambarus, observaron que la movilizacion de los
pigmentos retinianos accesorios, dependia no solo de la entrada de luz a través de los ojos, smo
también de la entrada de seiiales luminosas por los fotorreceptores caudales del 60. ganglio
abdominal. Ademas también analizaron los cambios en el valor de la amplitud del ERG, como en
el caso de nuestros experimentos. Las autoras reportan que la participacion del 60. ganglio
abdominal en los cambios de la posicion de los pigmentos retinianos accesorios es mayor durante
la noche que durante el dia. Sin embargo, en nuestros experimentos encontramos que esta
sensibilidad cambia para la luz amarilla (589.6 nm), reportando mayor sensibilidad para las 12 y
18 he. Es posible que los cambios de amplitud sobre el ERG que provoca la estimulacion del 60.
GA se logre teniendo como efectores finales a los pigmentos retinianos accesorios (Fuentes-Pardo
e Inclan-Rubio, 1987). Probablemente la seiial luminosa que transduce el 60. ganglio va primero
por la cadena ganglionar abdominal y después por la cadena toracica, para integrarse en el ganglio
cerebroide. De aqui las seiiales nerviosas modifican el estado funcional de la glandula sinusal y asi
cambia la posicion de los pigmentos retinianos accesorios. También consideramos la participacion

60



de la HDPD en la movilizacion de los pigmentos hacia una posicion de adaptacion a la luz y es
factible proponer que la descarga de los foioireceptores caudales por la luz amarilla, implique la
activacion de algunas regiones especificas del ganglio cerebroide, las cuales estan relacionadas
tanto en la sintesis como en la liberacion de la HDPD. La estructura implicada en este proceso es
también la glandula sinusal, la cual contiene axones neurosecretores que vienen del ganglio dptico
(Andrew y cols., 1978) y probablemente del ganglio cerebroide (Aréchiga, 1992).

Las vias involucradas en esta modulacion se desconocen. En roedores por ejemplo, se
ha descrito la conexién entre la retina y el nucleo supraquiasmatico (Moore, 1995), pero en
ningun otro sistema se ha identificado la via especifica entre los fotorreceptores y el oscilador u
osciladores. Las vias nerviosas mediante las cuales el oscilador impone su ritmo a otras
estructuras, ha sido motivo de muchos estudios. En los vertebrados, la ritmicidad en los organos
blanco del eje hipotalamo-hipofisis, no deja lugar a duda sobre la existencia de una etapa
hormonal de acoplamiento entre ¢l oscilador y los efectores. Lo mismo puede afirmarse acerca de
un gran numero de drganos en invertebrados, cuya unica via de modulacion es humoral (Aréchiga
y cols., 1985; Aréchiga, 1993). El verdadero problema, reside en aquellos niveles de
acoplamiento, en los que el oscilador recibe influencias tanto por via humoral, como por
conexiones axonicas, y ello sucede basicamente en los ritmos que afectan a la actividad del
sistema nervioso. A este respecto, la informacion existente es muy escasa.

En invertebrados, la via hormonal ha sido confirmada en el caso del ritmo de eclosion
de la polilla (Truman, 1970), pero es dudosa en el ritmo locomotor de la cucaracha (Brady, 1974)
y en la lombriz de tierra (Bennet, 1970). Este ultimo autor proporciono datos sugerentes de que la
ritmicidad se transmite por via puramente axonica. En crustaceos, Kelinholz, desde 1975,
menciona que el material sintetizado por el OX es transportado intraaxonalmente hacia la glandula
sinusal para su posterior secrecion. Ademas en acociles desde los receptores sensoriales hasta las
motoneuronas, manifiestan una ritmicidad en fase a lo largo del ciclo de 24 horas (Aréchiga y
Mena, 1975; Aréchiga, 1993), lo cual sugiere al ganglio cerebroide como un agente sincronizador
comun.

Sabemos que la curva de respuesta de fase (CRF) refleja el estado de los osciladores que
regulan un ritmo circadiano (Enright, 1965). Es importante conocer de que manera se establecen
relaciones apropiadas en un sistema de osciladores miltiples, ya que es de este acoplamiento de lo
que dependeran las caracteristicas de un sistema circadiano. La existencia de sistemas de osciladores
multiples que participan en el control de los ritmos circadianos, han sido propuestos en vertebrados e
invertebrados (Binkley, 1993). La sincronizacion por luz se ha demostrado para organismos integros
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y para organismos aislados (Menaker y Wisner, 1984), obteniéndose en algunos casos la CRFe
correspondiente.

Es importante mencionar que se han construido CRF para estimulos de luz blanca o luz
monocromatica aplicada sobre los ojos, pero no aplicada sobre los fotorreceptores caudales. Estas
CRF muestran caracteristicas diferentes entre cada una de ellas. Por ejemplo Fuentes-Pardo y Ramos-
Carvajal (1983) obtuvieron la CRFe para estimulos de luz blanca (200 lux de intensidad y 15 min. de
duracion) sobre el ritmo circadiano ERG en el acocil Procambarus bouvierii, reportaron que la CRFe
resultante es unimodal con las siguientes caracteristicas: a) El dia subjetivo (0-12 hc) muestra la

mayor sesibilidad a la luz, en tanto que en la noche subjetiva (12-24) la sensibilidad es menor; b) Los

atrasos de fase se presentaron cuando los estimulos de luz blanca se aplicaron al final de la noche
subjetiva y en la primera mitad del dia subjetivo; c) Los adelantos de fase se presentaron cuando los
estimulos son aplicados en la segunda mitad del dia subjetivo y, d) Hay predominio de la zona de
adelantos (Ad) sobre la zona de atrasos (At), con una relacion At/Ad de 0.635.

Inclan-Rubio (1991), estudio la capacidad que tienen los estimulos unicos de luz
monocromatica, aplicados sobre los fotorreceptores visuales del acocil Procambarus, para provocar
cambios de fase en el ritmo circadiano ERG a diferentes horas circadianas, construyendo la CRFe y la
CRFt para cada longitud de onda. Sus resultados muestran que la CRFe obtenida con A de 465 nm y
565 nm, provocan fundamentalmente adelantos. Sin embargo, para la luz azul (465nm) el maximo
cambio de fase ocurre durante la noche subjetiva (13-24 hc), en tanto que para la luz de color verde,
ocurre durante el dia subjetivo (01-12 hc). La luz de 630 nm provoca fundamentalmente atrasos. Las
funciones de sensibilidad espectral encontradas en este estudio al utilizar la técnica
electrorretinografica correspondieron a la presencia de dos fotopigmentos: la rodopsina y la
porfirropsina. Las respuestas situadas en A de 570 y 440 nm se deben a la rodopsina (Wald, 1968;
Kong y Goldsmith, 1977), en tanto que la porfirropsina permite absorber A mayores a 600 nm por
tener al 3-dehidroretinal como cromoforo (Susuki y cols., 1985). Sus resultados mostraron dos
grupos de fotorreceptores funcionales que responden selectivamente a dos longitudes de onda
diferentes y que en la mayoria de los casos provocan cambios de fase con signos opuestos, mientras
que la luz roja provoca atrasos, cuando se aplica a las 2, 6, 12 y 20 hc, a esas mismas horas
circadianas (a excepcion de la hora circadiana 20) la luz verde genera adelantos.

Los cambios de fase provocados en los diferentes momentos circadianos, nos permitieron
construir la CRFe obtenida por estimulos unicos de luz amarilla aplicada sobre el 60. GA,
generalizando lo siguiente:

a) Es bimodal.
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b) Los estimulos aplicados a las 6 y 24 hc provocan adelantos de fase.

c) Los estimulos aplicados a las 12 y 18 hc provocan sélo atrasos de fase.

d) En la CRF el area de los adelantos de fase (Ad) es mayor (52) con relacion al area de los atrasos
(46). La relacion AVAd fue de 0.92.

En nuestros resultados la CRFe presenta una zona de adelantos y una zona de atrasos.
De la observacion de las CRF obtenidas en diversas especies, desde los organismos unicelulares hasta
el hombre, resulta aparente que salvo pequeiias diferencias, todas presentan el mismo patron comun
(Pittendrigh, 1993). Esta preservacion de la CRF a lo largo de la filogenia sugiere, que el origen de
los osciladores circadianos fue un evento muy temprano en la evolucion y se ha mantenido a pesar de
la diversificacion en otros fenomenos elementales. El encontrar una CRFe con caracteristicas
diferentes a las reportadas para las CRFe, cuando los estimulos luminosos se aplican en el sistema
visual, probablemente implique la participacion de multiples osciladores localizados a todo lo largo de
la cadena ganglionar, en la modulacion del ritmo circadiano ERG. La captacion de la luz amarilla por
los fotorreceptores caudales y las modificaciones del ritmo ERG que pueden resumirse en la CRFe y
la CRFt apoyan la hipotesis de la participacion del 60. GA en la sincronizacion de éste ritmo, tal y
como lo han descrito otros autores (Wilkens, 1988; Inclan-Rubio y Fuentes-Pardo, 1987).

De acuerdo con Daan y Pittendrigh (1976b) la estabilidad de la relacion de fase puede ser
explicada por el modelo de sincronizacion no paramétrica (en este tipo de sincronizacion solo se
afecta la fase del oscilador en las transiciones del inicio y fin del estimulo). Donde dicha estabilidad
depende de la diferencia entre T y T, de la variacion entre T y la forma de la CRF, asi como la
exposicion del oscilador a las transiciones del ciclo luz/oscuridad que son detectadas como pulsos
discretos de luz. En primer término, de acuerdo a este modelo, las diferencias entre Ty T, es decir la
naturaleza “circa” del oscilador, no es el resultado de una aproximacion tolerable en la adaptacion del
organismo a la situacion ambiental, sino el resultado de una estrategia encaminada a favorecer la
estabilidad de la relacion de fase. Esta hipotesis explicaria la observacion de que la variacion en 1 de
ciclos sucesivos disminuye conforme T se acerca a 24 horas. Por otra parte, la correspondencia entre
7y la forma de la CRF y en particular la relacion At/Ad, explicaria en forma adecuada las “reglas de
Aschoff’ (1984), ya que de acuerdo a Pittendrigh (1993), la asimetria en la CRFdeterminaria cual
transicion del ciclo luz/oscuridad favorece la estabilidad de la relacion de fase y por lo tanto, si el
comportamiento del organismo es diurno o noctumo.

Tal y como ha sido observado por otros autores cuando se desorganiza la actividad

circadiana por aplicacion de luz blanca (Pittendrigh y Bruce, 1957, Enright, 1970) nuestros registros
muestran que después de la aplicacion del estimulo de luz amarilla sobre el 60. GA, en el ritmo ERG,
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se presento un estado transitorio, en donde la duracion del valor del periodo y la amplitud, se
desorganizan por completo. Las caracteristicas de esia etapa, dependen de manera fundamental del
momento circadiano en el que se aplico el estimulo, pero también de la intensidad y del tipo de
estimulo (longitud de onda, estimulo quimico o alimentario, etc.). A este respecto los estudios
realizados por Hoffman (citado por Pittendrigh, 1993), mostraron que cuando ocurre un cambio
subito en la fase del estimulo sincronizador, particularmente el ciclo luz-oscuridad, la fase del ritmo
endogeno se ajusta progresivamente, perdiéndose asi la relacion de la fase estable con el ciclo
ambiental, hasta que se reestablece una relacion de fase constante entre ambos fenomenos. Durante
los ciclos en los cuales ocurre el ajuste de fases, el periodo del ritmo cambia en forma breve, a estos
ciclos los [lamo Hoffinan transitorios. De acuerdo con este autor los atrasos y los adelantos de fase
del sincronizador menores de 9 horas inducen transitorios cuyo cambio de fase sigue al del
sincronizador (retrasos y adelantos, respectivamente). Los cambios de fase del sincronizador
mayores a 9 horas, pueden inducir transitorios cuyos cambios de fase sean de direccion opuesta. Es
decir, que ante un atraso del sincronizador de 11 horas, los ciclos transitorios se reajustan mediante
avances de fase de 13 horas. El mayor determinante para que este ultimo fendmeno ocurra parece ser
la longitud del periodo en oscilacion espontanea, de tal forma que individuos con periodo corto, se
ajustan por transitorios en avance, mientras que sujetos con periodo largo se ajustan por retrasos.
Finalmente, el nimero de transitorios necesarios para alcanzar una relacion de fase constante entre el
ritmo manifiesto y el sincronizador, es decir la “velocidad aparente de resincronizacion”, depende de
la direccion de los ajustes de fase (si son avances o retrasos), asi como también de si el periodo
endogeno del oscilador es mayor o menor de 24 horas. De tal forma que las aves diumas se
resincronizan mas rapidamente por avances de fase, mientras que los mamiferos noctumos como la
rata lo hacen mas rapidamente por retrasos de fase. En invertebrados esto no se ha comprobado y
nuestros resultados difieren de lo reportado por Hoffiman, ya que aun cuando los cambios de fase son
menores de 9 horas y presentan en la mayoria de los casos transitorios (cuadro 5), el reajuste de
fases no se lleva a cabo como lo menciona este autor. De hecho nosotros construimos la CRFt (Fig.
12 y cuadro 5), en la cual se pueden observar las siguientes caracteristicas:

a) Estimulos que provocan un cambio de fase transitorio considerable en el primer dia (de 1.7 a 4.55
horas), pero un cambio muy pequeiio en la fase estable, como a la hc 24.

b) Estimulos que provocaron un cambio de fase transitorio con sentido opuesto (atrasos-adelantos o
adelantos-atrasos) que el cambio de fase estable (este hecho lo encontramos para todas las hc
estudiadas).

Estos resultados muestran una CRFt con una “imagen en espejo” de la CRFe (Fig./3), donde se
presentan adelantos de fase a las 12 y 18 hc y atrasos de fase a las 6 y 24 hc.

¢) El area de los adelantos de fase (Ad) es mayor que la de atrasos,con una relacion AVAd de 0.62.
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Como se puede observar en nuestros resultados, para esta CRFt, la mayor sensibilidad se
encuentra a las 12 y 18 hc, con cambios de fase (adelantos) que van de 0.92 a S horas. Nuestros
resultados muestran un comportamiento diferente a las observaciones realizadas por otros autores
cuando utilizaron luz blanca como sincronizador (Pittendrigh y Bruce, 1957). Los mismos autores
han propuesto que los ciclos transitorios indican que la oscilacion es el resultado del trabajo de
cuando menos dos osciladores que normalmente estan acoplados entre si, pero que son brevemente
perturbados por el estimulo luminoso. De acuerdo a nuestras observaciones es posible sugerir que los
cambios de fase transitorios dependen del momento circadiano de aplicacion del estimulo, de la
longitud de onda utilizada (fig. /2) y reflejan la desorganizacion de multiples osciladores,
probablemente localizados a todo lo largo de las estructuras donde se integra la sincronizacion. Es
importante seiialar que en nuestro laboratorio se esta trabajando en la construccion de las CRF para
otras dos longitudes de onda (632 y 469 nm), los resultados preliminares muestran una tendencia
similar en la CRFe para las tres longitudes de onda, lo que nos permitira proponer que por lo menos
es el mismo oscilador, localizado quizas en los fotorreceptores caudales, involucrado en la
sincronizacion del ritmo circadiano ERG (Inclan-Rubio y Borgonio-Aguilar, 1996.).

Por otra parte, ademas de proporcionar informacion sobre la recuperacion del oscilador,
después de la aplicacion del estimulo, las CRFt han sido utilizadas para tratar de conocer la estructura
interna de un oscilador biologico. Con la CRFt desarrollada y ampliamente estudiada por Winfree
(1970a), podemos clasificar a los organismos en dos grupos. Aquellos en los que la curva presenta
una pendiente cercana a 0 y aquellos en que la pendiente es cercana a |. Cuando se correlaciona la
CRFe con la CRFt, se observa que los organismos que presentan una pendiente cercana a 0,
presentan cambios de fase hasta de 12 horas, mientras que en aquellos cuya pendiente en la CRFt es
cercana a | presentan cambios de fase menores de 8 horas, como lo que reportamos para nuestros
experimentos. En base a estas observaciones, se clasifica a la sincronizacion en tipo 0 o0 1,
respectivamente.

Por su parte Winfre (1970b) y Pavlidis (1973) definieron matematicamente las CRF obtenidas
con estimulos intensos y débiles y llegaron a la conclusion de que ambos tipos de CRF, representaban
un sistema dinamico bidimensional simple. Con respecto al modelo de Pavlidis, propuesto desde
1967, predice el efecto de la luz sobre un ritmo circadiano particular: el de la eclosion de Drosophila.
El caracter circadiano en la eclosion de las larvas, asi como los cambios de sensibilidad del sistema a
lo largo del tiempo circadiano (CT) fueron puestos de manifiesto, gracias a los trabajos de Pittendrigh
y Bruce (1959). Basandose en estos trabajos, el autor elaboro un modelo que le permitia reproducir el
efecto que tiene un cambio luminoso de intensidad constante, duracion conocida y aplicado en un
cierto CT sobre el ritmo de eclosion de las larvas, la primera parte del desarrollo matematico que
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hace el autor, le permitié encontrar las condiciones necesarias para que un estimulo pudiera actuar
como sincronizador y en la segunda parte, utilizar cientas propiedades del sistema para construir un
modelo analitico que representara el efecto de los pulsos luminosos de corta duracion sobre el

sistema oscilante.

El modelo de Winfree (1970b) analiza también el fenomeno de la sincronizacion, tomando
como punto de partida oscilaciones autosostenidas disipativas (esto es, que presentan un ciclo limite),
lo que hace que la medida de la fase sea suficiente para definir el estado del sistema, aunque solo sea
de manera aproximada. La conclusion que obtiene el autor es que la fase de un ritmo sincronizado,
depende tanto de la diferencia entre el periodo original y el periodo del estimulo, como de la forma
que tengan la funcion de sensibilidad y el estimulo. A diferencia de lo propuesto por Pavlidis, el de
Winfree es muy general, y hasta ahora, resulta poco aplicable a situaciones biologicas conocidas. Por
lo que Kawato (1981) examino la posibilidad de obtener mayor informacion o restriccion, mediante
otro modelo matematico que describe un oscilador biologico, utilizando el estado estable y transitorio
de las CRF. Este autor propone, con base en un analisis tanto analitico, como topologico y ademas
basandose en las caracteristicas particulares de las CRFt, que el oscilador circadiano en la mosca
Drosophila no esta formado por un sdlo oscilador de dos variables.

Siguiendo con estos estudios y con el objetivo de entender el fenomeno de la sincronizacion y
la participacion de un oscilador u osciladores involucrados en esta, Pittendrigh y Daan (1976b)
propusieron un modelo con la participacion de dos osciladores para ritmos circadianos en roedores
nocturnos, basandose en los cambios de fase transitorios. Cuando en ciertas fases de actividad del
ritmo, se presentan pulsos simples de luz u oscuridad, se puede provocar un cambio de fase de los
dos osciladores propuestos como responsables para este ritmo, esto debido a alteraciones en su
relacion mutua de fase. Los autores mencionan que la ocurrencia de los transitorios puede reflejar una
serie de cambios de fase para uno o ambos osciladores que gradualmente recuperan sus formas de
relacion de fase.

La participacion que tienen los fotorreceptores del 60. ganglio abdominal en la captacion de
luz monocromatica, juega un papel muy importante para sincronizar al sistema circadiano ERG en el
acocil. Este sistema de fotorreceptores extrarretinianos esta influenciado a su vez, por las
condiciones ambientales de su habitat. Sabemos que estos crustaceos son acuaticos y en el agua hay
una gran variedad de propiedades opticas. Por ejemplo, en la superficie, el color del agua esta
determinado por un reflejo del cielo, pero debajo de la superficie, el agua llega a ser coloreada y el
color puede variar desde un azul oscuro del agua del océano a un color rojo-café en el agua de los
lagos, pantanos y riveras. El agua por si sola es clara y transparente, con el reflejo del color del cielo
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se observa de color azul, esto se debe en parte a la absorcion y en parte a la dispersion de los rayos de
luz. El verde del fitoplacton puede tener una impoitante inilucicia en las aguas ricas en eslos
nutrientes, especialmente en el verano, cuando las temperaturas son altas y los dias largos. En el
proceso de descomposicion estos vegetales dan tonalidades amarillas. En pequeiias cantidades, estas
sustancias amarillas en combinacion con el azul del agua pura, imparten el color verde. En altas
concentraciones y con el movimeinto de la tierra por la corriente de agua, se puede llegar a transmitir
a longitudes de onda largas, cercanas al infra-rojo (Muntz y Mouat, 1984).

Lythgoe (1980) formulé la prediccion de que los peces de mar profundo que viven en
ambientes visualmente coloreados de azul intenso pueden tener un pigmento visual sensible al azul.
La situacion similar fue observada en peces de agua dulce, excepto que su transmision maxima ocurre
a longitudes de onda mayores, entre los 530 y 650 nm. En el afio de 1984, este autor establece que la
mayoria de los conos sensibles al rojo que contienen porfirropsina de 620-625 nm han sido
encontrados solamente en peces que viven en aguas relativamente ricas en luz roja. Recientemene
Archer y cols. (1995) ha reportado que los conos de los fotorreceptores, sensibles al rojo en la retina
de la anguila europea (Anguilla anguilla), cambian su absorbancia espectral maxima durante su
maduracion sexual, inducida por luz antificial. Estos cambios en la maduraciéon sexual, inducen un
cambio de absorbancia de la longitud de onda maxima de aproximadamente 523 nm, al intercambiar
un cromoforo de A2 por Al, seguido por un cambio a 482 nm por el reemplazo de una opsina. Este
cambio de un pigmento visual mas sensible a la luz verde, tipico de conos de animales terrestres y de
peces que viven en ambientes con poca profundidad, a un pigmento visual mé sensible a la luz azul,
representa una clara adaptacion de la vision escotdpica de las anguilas y coincide con la migracion
que realizan de las aguas de las costas a las aguas oceanicas. Evidencias microespectrofotométricas,
sugieren que los cambios en la sensibilidad del pigmento visual, son debidas a un cambio en la
expresion del gene de la opsina y la incorporacion de este nueva opsina a los fotorreceptores
existentes (Wood y Partridge, 1993).

Hemermann y cols (1989), en dos lagos del Canada, realizaron mediciones del patron
espectral encontrado a un metro de profundidad, con una temperatura de 18°C, encontrando un pico
de transmision maxima de luz en 620 nm a las 13 horas, y otro de 660 nm tanto en el amanecer (5:30
horas), como en el anochecer (20:00 horas). De acuerdo con nuestros resultados, con los cuales
podemos sugerir que los fotorreceptores extrarretinianos del 60. ganglio, no solo tienen una
comunicacion funcional con el sistema visual, sino tienen un comportamiento circadiano, ya que el
mismo estimulo luminoso, provoco diferentes efectos en el valor de la amplitud en el ritmo ERG,
dependiendo de la hora de aplicacion, esto nos puede indicar la participacion de estos fotorreceptores
en la sincronizacion de este ritmo. Por otra parte, sabemos que los responsables de los cambios
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periodicos en la movilizacion de los pigmentos retinianos accesorios, son osciladores que muy
factiblemente se encuentren a lo largo de la cadena ganglionar, y que al ser afsctados, provocan a su
vez, cambios en la posicion de estos pigmentos y por consiguiente en el ritmo circadiano ERG,
repercutiendo en los mecanismos adaptativos del acocil en su medio ambiente. Estos fenomenos cuya
relevancia se comienza apenas a entender, no son una simple “curiosidad biologica™, es posible que
futuros avances en el concepto de orden temporal interno y sus mecansimos de regulacion, coloquen
a la cronobiologia en el umbral de un nueva época para las ciencias en general.
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ESTA TESE N9 DEBE
SALIR DE LA BIBLIOTECA

CONCLUSIONES

1.- El registro de la respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores visuales
(electrorretinograma, ERG) en condiciones de fotoperiodo 12/12 y temperatura constante,
pone de manifiesto cambios periddicos en el valor de la amplitud del ERG que siguen un
patron de caracter circadiano.

2.- La aplicacion de un estimulo tnico de luz amarilla sobre el 60. ganglio abdominal del
acocil Procambarus provoca cambios en el ERG que se manifiestan por la aparicion de un
transitorio después del cual hay una recuperacion de las caracteristicas del valor de Ia
amplitud y el periodo originales, con un cambio de fase que depende del momento
circadiano en el que se aplico el estimulo (adelantos a las 12 y 18 y atrasos a las 6 y 24
hc).

3.- Los registros de la amplitud de la respuesta ERG, tanto a corto como a largo plazo,
después de la aplicacion de un estimulo unico de luz amarilla sobre el 60. ganglio
abdominal, ponen de manifiesto una comunicacion funcional entre los dos sistemas de
fotorreceptores en el acocil Procambarus. Ademis esta respuesta se presenta con un
patron circadiano que depende del momento en que se aplico el estimulo luminoso.

4.- Es posible que el 60. ganglio abdominal participe como un sincronizador interno que
modula la actividad circadiana ERG en el ojo compuesto del acocil Procambarus.

S.- Es posible que el efecto que provoca la luz amarilla aplicada sobre el 60. ganglio
abdominal y que es evaluado a través del sistema ERG, active una via neuroendocrina que
se integra en el ganglio cerebroide, y que contribuye en la modulacion del ritmo ERG.
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