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INTRODUCCION ANTECEDENTES GENERALES
INTRODUCCION

ANTECEDENTES GENERALES

A los fendmenos bioldgicos que se presentan a intervalos regulares de tiempo se les llama ritmos

biolégicos, expresion que incluye una amplia gama de fenémenos periédicos.

Los ritmos biolégicos estan presentes en todos los seres vivos, desde los mas simples hasta los mas

complejos.

El hombre utiliza los relojes para medir intervalos de tiempo; algo semejante sucede en la naturaleza. De
ahi ha surgido la idea de “reloj biolégico”, que es una entidad anatémica y funcional por medio de la cual los

organismos miden intervalos temporales que van desde las horas hasta los afos.

La organizacién de los relojes biolégicos estd poco comprendida, sin embargo, cualquiera que sea el
estado del conocimiento sobre los relojes, se puede asegurar que una de sus caracteristicas esenciales es que
generan funciones que no sélo requieren tiempo para llevarse a cabo. Fundamentalmente estan organizadas

para medirlo.

De especial interés son los cambios periédicos que se producen en concordancia con algln ciclo geofisico
prominente como por ejemplo las mareas (con ciclos de 12 horas), el dia y la noche (con ciclos de 24 horas), las
fases de la luna (con ciclos de 28 dias) o las estaciones del afio (con ciclos de 365 dias). Se habla entonces de
ritmos tipo “circa” ya que al ser registrados en situaciones en las que no estan presentes las correspondientes
oscilaciones geofisicas, los ritmos muestran un periodo cercano aunque diferente al de las mencionadas
oscilaciones. De este tipo de oscilaciones, las circadianas (del latin circa, cerca; diem, dia) han sido las mas

estudiadas.
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LOS RITMOS CIRCADIANOS

En 1959, Halberg propuso el término de circadiano para calificar a todo aquel fenémeno peridédico que,

en condiciones constantes de luz u oscuridad expresa una oscilacién cercana a las 24 horas.

Los experimentos de Edwin Biinning (1935) y otros autores (Pittendrigh, 1960, 1965; Aschoff, 1960,
1965) en la década de los afos 60 pusieron de manifiesto las caracteristicas esenciales de los ritmos circadianos:

¢ Tienen periodos circadianos (periodos cercanos pero no iguales a 24 horas).

¢ Tienen oscilacién libre (se expresan en condiciones ambientales constantes).

® No dependen de reacciones enzimaticas (poseen mecanismos de compensacién de la
temperatura).

e Son sincronizables (son capaces de ajustar su periodo enddgeno al periodo de alguna sefal
externa).

e Siguen la regla de Aschoff (la frecuencia entre los niveles de actividad-reposo y la amplitud
dependen de la cantidad de luz).

® Tienen una base genética y son innatos.

Gracias a los estudios realizados por estos y otros investigadores se pudo generalizar el manejo de los
parametros mediante los cuales se cuantifica la actividad periddica. Asi, los ritmos circadianos quedan
determinados por los valores de periodo, amplitud, frecuencia y nivel de actividad que presenten las

oscilaciones.

Los ritmos circadianos se han podido detectar en todos los niveles de organizacién de los seres vivos, de
tal manera que estan presentes en células individuales, (Chen y cols., 1998; Ramsdale y Lakin-Thomas, 2000; Xu
y col., 2000), en organismos unicelulares, organismos multicelulares, e incluso en poblaciones de organismos.
Todos los componentes esenciales del reloj generador de los ritmos pueden estar contenidos en una célula
individual lo que supone que los mecanismos en los que se expresa su accién deben de estar basados en
reacciones moleculares dentro de la célula en vez de interacciones intercelulares (Hall y Sassone-Corsi, 1998;

Hardin, 1998; Giebultowicz, 2000).

La respuesta de los organismos a sefhales externas que les indican el paso del tiempo se conoce como
sincronizacién, es decir, la condicién en la cual el periodo endégeno vy la fase del oscilador interno, se ajustan al

periodo y la fase del oscilador externo.

Acorde con muchos autores (Aschoff, 1965; Pittendrigh, 1965a, 1981; Bruce, 1960; Fuentes-Pardo y

Ramos-Carvajal, 1983; Fuentes-Pardo y cols., 1992.), la sincronizacién puede observarse a través de senales
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externas Unicas periddicas que perturban la oscilaciéon enddgena. Diversos factores externos pueden actuar

como sefales sincronizadoras: la alternancia entre la luz y la oscuridad, los cambios de temperatura, el sonido,
algunas sustancias quimicas, el alimento, los farmacos, las senales sociales y algunos agentes homeostaticos. El
ciclo de luz-oscuridad ha sido catalogado como el mas potente sincronizador de los ritmos biolégicos de

practicamente todas las especies, por su regularidad casi imperturbable.

La importancia de la sincronizacién radica en que permite el ajuste o adecuacién del tiempo biolégico y
del tiempo geofisico. De acuerdo con Pittendrigh (1960) la sincronizacion provee a los relojes biolégicos de un
mecanismo que les permite reconocer la hora local, propiedad sin la cual éstos no tendrian relevancia

adaptativa.
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LAS CARACTERISTICAS DEL RELOJ BIOLOGICO

A la fecha, nadie ha llegado a establecer con precisiéon cémo esta organizado un reloj biolégico, por lo que
se han propuesto modelos para representarlo. En todos los modelos propuestos, el sistema circadiano esta
formado por los siguientes elementos basicos:

a) un marcapaso o estructura con capacidad de oscilar en forma endoégena.

b) un sistema encargado de detectar las sefales externas y enviarlas al marcapaso (sincronizador) y

c) las vias y estructuras mediante las cuales se expresa la oscilacion (efector).

Por muchas décadas se ha buscado el sustrato anatéomico de los relojes bioldgicos y se han encontrado
conglomerados celulares capaces de producir ritmicidad circadiana. Diversos criterios se han aplicado para
calificar a una estructura como responsable de la generacién de algun ritmo. El primero de estos criterios es el
de lesién o ablacién. Cuando se lleva a cabo este procedimiento en alguna(s) estructura (s), en particular del
sistema nervioso central, se ha confirmado la pérdida de la ritmicidad circadiana. Un segundo criterio para
determinar si una estructura es un posible marcapaso circadiano es el de la implantacién. Es decir, si a la
supresion de un ritmo como consecuencia de la lesién o extirpacién de una estructura, le sigue la recuperacion
de la conducta periddica perdida, después de la implantacion de la parte dahada, se puede proponer a la

estructura implantada como un buen ejemplo de reloj circadiano.

Otro criterio de identificaciéon de un marcapaso circadiano es su capacidad de seguir oscilando después de

haber sido explantado del organismo y mantenido en condiciones /n vitro.

En algunas especies se ha podido establecer el lugar genético donde radica la capacidad de que la especie
muestre algun tipo de ritmo circadiano e inclusive se han producido modificaciones en el mismo, gracias a

manipulaciones sobre los genes correspondientes (Konopka y Banzer; 1971).

Diversos investigadores han identificado en Drosophila melanogaster dos tipos de ritmos circadianos; uno
de ellos afecta el ciclo de actividad y otro el de eclosién de las pupas. Un método basado en mutagénesis
quimica permitié a Konopka y Banzer (1971) obtener relojes mutantes de Drosophila. En su trabajo clasico
estos autores obtuvieron moscas alteradas en sus sistemas circadianos. Las mutaciones simples en un gen
denominado per (por periodo) producen cuatro fenotipos caracteristicos: el tipo silvestre (per”) con un ritmo
de actividad y eclosién cercanos a las 24 horas; mutantes de periodo corto (per’), cercano a las |19 horas;
mutantes de periodo largo (per), que alcanza hasta 29 horas y finalmente mutantes arritmicos (per”) que se
caracterizan porque carecen de un patrén circadiano en los ritmos de eclosién y de actividad (Konopka y
Banzer, 1971; Konopka, 1979). Gracias a la ingenieria genética, en las Ultimas décadas se han logrado notables

progresos en la elucidacion de los papeles del gen y la proteina Per en la ritmicidad circadiana. Se ha demostrado
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que el gen per es un protooncogén que codifica la sintesis de una proteina de 1,200 aminoacidos. Su ausencia

suprime la expresién de ritmos circadianos como el de eclosiéon y el locomotor. La cantidad de RNA mensajero
varia en forma circadiana, en fase con el ritmo del comportamiento del individuo; es decir, en un mutante de
periodo corto, el ritmo de RNAm es también corto, y la duracién del periodo circadiano es inversamente
proporcional al nimero de copias de Per (Bayles y cols., 1987); ademas, es sincronizable por la luz (Ceriani y
cols., 1999; Stanewsky y cols., 1998). Su transfeccién en mutantes arritmicos restituye la ritmicidad (Bargiello y
cols., 1994), lo cual también constituye un caso singular en cronobiologia, que es la transferencia completa de un
programa conductual por insercién de un gen. Inicialmente se localizé la expresién de per en células
especificamente relacionadas con la generacién de la ritmicidad; es decir, en aquellos érganos que, segln los
criterios mencionados anteriormente, contienen marcapasos circadianos. Tal fue el caso del cerebro de
Drosophila (Ewer y cols., 1992; Vosshall y Young, 1995), el ojo de Aplysiay Bulla (Siwicki y cols., 1989) y la
retina y el pedinculo ocular de crustaceo (Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1998); sin embargo, mas recientemente

se le ha identificado y se ha demostrado su ritmicidad en otros érganos de Drosophila (Plautz y cols., 1997).

En afos pasados, diversas contribuciones importantes han reforzado el papel del gen peren la generacién
de la ritmicidad circadiana en Drosophila. Primeramente, la proteina Per se localizé inmunocitoquimicamente en
el sistema nervioso central de esta especie (Ewer y cols. 1992). La proteina Per ha sido identificada en areas que
se sabe estan relacionadas con la actividad ritmica. En segundo lugar se ha observado la presencia de Per en las
células gliales, las que nunca han sido incluidas en modelos fisiolégicos de generacién ritmica. Es factible que la
glia sea un sitio donde se lleva a cabo un mecanismo de interaccién con la neurona, enfocado a la generacién de
alguin proceso circadiano. En tercer lugar se realizaron analisis de microscopia electrénica, donde la proteina Per
se identific6 como una proteina nuclear (Liu y cols. 1992) lo que sugiere que la proteina actla en ciertos genes

que podrian influir sobre los ritmos circadianos.

El mapeo molecular de mutantes indica, ademas, que el fenotipo de periodo corto per’ resulta de la
sustituciéon de un simple aminoacido en la secuencia, en la posicién 589, donde una serina es reemplazada por
una asparagina; de igual modo el mutante de periodo largo per’ reemplaza una valina por 4cido aspartico y el
fenotipo per’ tiene una mutacién que cambia el codén de glutamato (CAG) por un codén de término (TAG) en
la posicién 464. Esto produce una proteina truncada que presumiblemente pierde su funcién y genera arritmia

(Yuy cols., 1987; Bayleies y cols., 1987).

Por otra parte, la insercién de la proteina Per bloquea la expresién del gen per, lo que ha llevado a
proponer como mecanismo basico generador de la ritmicidad a un circuito de retroalimentacién negativo, con
una red de duracién cercana a las 24 horas. Luego se identificd, también en Drosophila, otro gen llamado tim

(del inglés, timeless —carente de tiempo-), cuya proteina forma un dimero con Per y facilita la entrada de esta

&
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proteina al nucleo celular y, por tanto, funcionan como factor negativo de transcripcién (Arechiga, 2003) (Figura

).
/ RNm- \
CLK

R .
ARNm ove R
SGG] TIM } PER
P Per | Tim Clk | Cyc
CRY DBT CACGTG
Dbt Cry Sgg
ARNm-
<« m Nucleo
R ¢ ARNmM-
< ARNmM- .
Citoplasma

Figura | Esquema ilustrativo de las interacciones genomicas subyacentes a la generacion del ritmo circadiano en células de insectos. Como
puede verse, el mecanismo fundamental consta de dos redes de retroalimentacion negativa. Las proteinas Per y Tim por una parte, y Clock (CLK) y
Cycle (CYC) por otra, inhiben la expresion de los genes correspondientes. Ademas otras proteinas, como Doubletime (DBT) y Shaggy (5GG), aceleran
[a fosforilacion (P) de TIM y PER. Hay interacciones positivas del dimero CLK-CYC con pery tim. El gen cry es sensible a la luz. R, ribosomas.

Interacciones negativas (-L); interaciones positivas (—>) (vease texto). (Aréchiga H., 2003).

Se han identificado, tanto en insectos como en mamiferos, otros genes que contribuyen a regular con gran
finura la red fundamental de retroalimentacién. Una técnica que ha resultado de gran utilidad para identificar
genes comprometidos con la ritmicidad es el acoplamiento a “genes reporteros” que expresan proteinas

fluorescentes, como la luciferasa (Brandes y cols., 1996).

Después del descubrimiento de pery tim, se ha caracterizado un complejo conglomerado de genes, cuyas
proteinas promueven o reprimen la expresiéon de per, Otros dos genes del sistema son Clock (c/k) (Circadian
locomotor output cycle kaput) y cycle (cyc), que codifican proteinas con capacidad de unién al ADN. Estas dos
proteinas se heterodimerizan y se unen directamente a los elementos promotores de pery tim, y activan su
expresién. Esta activacion es inhibida luego por Per y Tim, con lo que se cierra la red. Pero la red es todavia mas
compleja y se han identificado otros componentes: doubletime (Dbt), shaggy (Sgg) y crille (Cry), que codifican
cinasas que se asocian con el complejo Per-Tim, y contribuyen a fosforilarlo y, con ello, hacerlo inestable y

acelerar su degradacién (Fig. 1).



INTRODUCCION EL RELO) BIOLOGICO

En este proceso interviene la accién de proteosomas. Asi, en el caso de Drosophila, durante el dia,

cuando Per se sintetiza en el citoplasma, forma un complejo estable con Dbt y Tim; entran al nucleo, al
comienzo de la noche, y reprimen la transcripcién de pery tim, con lo cual se reduce la sintesis del complejo
Per-Tim-Dbt. Concomitantemente a la formacién del complejo, Dbt promueve la fosforilacion de Per, lo que
causa su inactivacion, y con ello se reactiva la expresion de pery tim. Por su parte, Sgg promueve la fosforilacién
de Tim. Finalmente, Cry, un factor de transcripcion del zipper basico de leucina, cicla en la misma fase que Pery
Tim y se le atribuye una funcién represora de pery tim. En Drosophila, Cyc no cicla; en cambio, Clk si lo hace,
casi en antifase con Per y Tim; asi, Per promueve la transcripcién de c/k'y da lugar a una segunda red. (Aréchiga,

2003).

Como ya se menciond, otro gen importante en este modelo, es cry (por cifrar una proteina parecida a los
criptocromos de plantas), que es sensible a la luz, e influye sobre la fosforilacion de Per y Tim acelerando su
degradacién. Participa, asi, en la sincronizacién del ritmo circadiano. Asi pues, se trata de dos redes con
elementos, tanto represores como activadores, que le confieren gran capacidad de regulacion al sistema.

(Aréchiga, 2003).

Hay muchos aspectos desconocidos en este modelo: El papel(es) de la proteina Per como un factor de
trascripcion que controla la fase y el periodo del RNAmM de per necesita ser aclarado, la naturaleza de la
retroalimentacién asi como los mecanismos de control de la transcripcién y de la post-transcripciéon son
desconocidas. El papel de pery otros genes que controlan varios ritmos circadianos tampoco esta determinado.
A pesar de las limitaciones, los descubrimientos sobre los mecanismos moleculares han sido contribuciones
sustanciales para nuestro entendimiento de los procesos que subyacen a la ritmicidad. El funcionamiento del
reloj puede ser entonces una propiedad emergente de diferentes actividades realizadas por la célula, con
mecanismos de regulacién que oscilan espontaneamente y que generan modificaciones que pueden formar un

ciclo circadiano. De acuerdo con este modelo, se necesitan multiples sistemas para construir la funcién del reloj.

Alternativamente, el reloj puede consistir de uno o mas elementos especializados, cuya principal funcién
es la generacién de una senal circadiana. De acuerdo con el modelo la pérdida de esos elementos podria afectar

Unicamente al reloj y podria validar el hablar de “moléculas del reloj” y de “genes del reloj”.

Aaronson (1994) y sus colegas tienen evidencia en el hongo Neurospora crassa de un segundo ejemplo de
este tipo de autorregulacién en el “gen del reloj”, el gen de frecuencia (frq) que afecta la formacién circadiana de
esporas (conidiacién) del hongo. Al igual que para per; se han aislado tanto el alelo de periodo largo como el de

periodo corto. Como resultado el reloj de los organismos corre con mayor o menor velocidad que el tipo
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silvestre, o normal y se han encontrado también organismos mutantes nulos para frg, donde los mutantes tienen

dificultad para expresar un ritmo claro en condiciones de oscilacién libre. (Aaronson y cols. 1994).
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LOS RITMOS CIRCADIANOS EN EL ACOCIL

En la busqueda por entender el funcionamiento del reloj biolégico hemos utilizado un modelo vivo que
nos ha permitido estudiar, de forma indirecta, el mecanismo de relojeria que subyace a los ritmos circadianos.
Este modelo es el acocil Procambarus clarkii; especie que, como muchas otras de acociles ha demostrado ser
excelente modelo biolégico debido a su capacidad de sobrevida bajo las condiciones artificiales requeridas para
registros a largo plazo (Fuentes-Pardo y Hernandez-Falcén, 1993). Su sistema nervioso es grande y de facil
acceso lo que ha facilitado el registro de algunos ritmos circadianos que han sido descritos y caracterizados en

detalle (Fuentes-Pardo y Hernandez-Falcén, 1993).

Uno de estos ritmos circadianos es el que muestran las células fotorreceptoras visuales en respuesta a
estimulos luminosos (es decir, el ritmo de amplitud del electrorretinograma, ERG), el cual se ha estudiado en
diferentes condiciones: en oscilacién libre (Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981); durante la aplicacién de
estimulos luminosos sincronizantes Unicos (Fuentes-Pardo y Ramos-Carvajal, 1983); o periédicos (Fuentes-
Pardo y cols., 1997); en diferentes etapas del desarrollo ontogenético del acocil (Fanjul-Moles y cols., 1992;
Lara-Aparicio y cols., 1993); en preparaciones aisladas (Sanchez y Fuentes-Pardo, 1977; Hernandez O. H. y

Fuentes-Pardo, 2001); en relacién con estimulos no luminosos (Verde y Fuentes-Pardo en preparacion).

Otro ritmo bien caracterizado es el de actividad locomotora el cual también ha sido estudiado en
oscilacién libre (Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981); durante la aplicacién de estimulos luminosos (Viccon-Pale
y Fuentes-Pardo, 1994; Fuentes-Pardo y cols. 1996; Viccon-Pale y cols., 1997); durante el desarrollo

ontogenético (Fuentes-Pardo y cols., 2001).

A pesar de que en éstos y muchos otros trabajos se aborda el tema de la organizacién que subyace a los
sistemas responsables de la actividad periddica en el acocil, no se ha podido establecer con precision qué
estructuras conforman tales sistemas. De algunos de estos trabajos se puede inferir que en el acocil existen, por
lo menos, dos estructuras fuertemente implicadas en la generacién y expresiéon de la actividad circadiana: el
sistema érgano X-glandula sinusal (contenido en el tallo ocular) y el ganglio cerebroide, en particular en la regién

que se conoce como protocerebro.
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EL OO COMPUESTO
LA ORGANIZACION DEL SISTEMA VISUAL DEL ACOCIL

EL OJO COMPUESTO

En el acocil la omatidia es la unidad visual del ojo compuesto y esta formada por los fotorreceptores o
células retinulares en donde se lleva a cabo el proceso de fototransduccién; los fotorreceptores son estructuras
especializadas en la captacién de la energia luminosa la que transforma en senales eléctricas susceptibles de ser
manejadas por el sistema nervioso; hay ocho en cada omatidio y su membrana presenta prolongaciones con
pliegues o microvellosidades en las que se encuentra el pigmento fotosensible, la rodopsina (Wald, 1968). La

fusion de las prolongaciones llamadas rabdémeros, constituyen el rabdomo, sitio en el que se lleva a cabo la

transformacion de la sefal luminosa en senal eléctrica. (Fig. 2).
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Figura 2: Estructura del omatidio de crustaceos decpodos e insectos. (Shaw S. y retimular
Stowe S., 1982)
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Al incidir la luz sobre los fotorreceptores retinianos se genera en ellos una respuesta eléctrica, el potencial

de receptor. Si por medio de un registro extracelular se registra la respuesta eléctrica a la luz de un cierto

nimero de fotorreceptores, se obtiene un electrorretinograma.

Las células retinulares tienen axones que emergen desde el extremo proximal de la retinula, atraviesan la

membrana basal y se proyectan hacia la lamina ganglionar donde establecen la primera sinapsis de la via aferente.
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El componente pararreceptor esta formado por una serie de estructuras localizadas en regiones cercanas
a los fotorreceptores y que desempeiian un papel fotorregulador importante. Estas estructuras corresponden a
las células del pigmento distal, las propias células fotorreceptoras, ya que en ellas esta contenido el pigmento
proximal y el pigmento de reflexién formado de cristales de pteridinas y pirimidinas que se ubican sobre la

membrana basal. (Kleinholz, 1961).

La funcién reguladora de los tres pigmentos accesorios se expresa claramente mediante la migracion que
muestran los pigmentos distal y proximal hacia el centro de la célula retinular durante la iluminacién o hacia los
polos de la célula durante la oscuridad. En el primer caso el pigmento de reflexion quedaria cubierto por los
pigmentos proximal y distal, lo que equivale a decir que la luz incidente tendria muy poca posibilidad de ser
reflejada, en estas condiciones se tiene una “pseudopupila” pequena. Si los pigmentos migran hacia los polos de
las células retinulares, la luz incidente es reflejada en buena medida por el pigmento de reflexién y se genera asi

una pseudopupila de mayor tamano.

La formaciéon de la retina y del tallo ocular en el acocil ha sido descrita recientemente por Halfner y
Tokarski (1998). El desarrollo de los ojos comienza en el final de la zona ventral anterior del embrién, desde los
primordios opticos. La retina se forma por la proliferacién y diferenciacién de células en la superficie del
ectodermo que cubren el primordio dptico. Esta capa superficial de células post-mitéticas se organizan en dos

racimos de células omatidiales.

Durante la diferenciacién de la omatidia, se forman tanto las células retinulares como las células del
pigmento distal sin que tengan en el citoplasma pigmento protector de blindaje. Inicialmente la pigmentacién
forma una banda arqueada en el borde lateral de la retina en desarrollo (Hafner y cols., 1982). Esta banda
aparece cuando ya hay un 75% del desarrollo embrionario, y esta presente el rabdomo en el omatidio. Sin
embargo, la recién formada regién no pigmentada, continuacién de esta banda, contiene los jévenes rabdomos.
El desarrollo del ojo embrionario en los primeros estadios contiene una banda de pigmento cubriendo
levemente menos de la mitad de la retina. La retina completa su desarrollo durante los subsecuentes estados

post-embrionarios completando la pigmentacién.

Un proceso fundamenteal en el desarrollo de la retina y la diferenciacién de los fotorreceptores en todos
los animales es la sintesis del pigmento visual “opsina” y su incorporacién dentro de las membranas
especializadas en la recepcién luminosa. Los eventos de genética molecular involucrados en el desarrollo de la
retina y la expresién de genes de rodopsina han sido mas extensamente estudiados en Drosophila. (Hafner y

cols., 2003).
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EL TALLO OCULAR

Entre el ojo y el sistema nervioso hay una estrecha relacién estructural y funcional, de tal manera que los
axones de las células retinulares se proyectan inmediatamente a su salida de la omatidia hacia la masa de tejido
nervioso que ocupa la parte central del tallo ocular. En esta estructura se localizan cuatro ganglios distintos

colocados de tal forma que constituyen una serie que se extiende desde la retina hasta el ganglio cerebroide.

El primer ganglio recibe el nombre de “lamina ganglionar” es relativamente delgado y en él se han
descrito cuatro capas neuronales préximas a la base del omatidio (Bullock y Horridge, 1965). En cada una de
estas capas los somas ocupan una porcién superficial con las ramificaciones hacia la regién central donde forman
un neuropilo. Las fibras que salen de este ganglio conectan con el segundo ganglio llamado “médula externa”, el
que es ligeramente mas grueso que el anterior y en el que se encuentran somas neuronales que forman una
masa puntiforme y axones que se proyectan hacia el tercer ganglio, la “médula interna”. Este ganglio tiene forma
esférica similar a la del segundo ganglio y como él, esta formado por somas periféricos y un neuropilo central. La
conexién que establece con el cuarto ganglio o “médula terminal” es bastante irregular. Este Ultimo ganglio es el
mas grande de todos y mantiene la misma organizacién basica de los anteriores con un neuropilo en el centro y
somas neuronales en la superficie. Las fibras que emergen del cuarto ganglio forman parte del nervio ptico y se

proyectan directamente hasta el I6bulo éptico del ganglio supraesofagico (Sandeman y cols., 1992). (Fig. 3).

Figura 3: Estructura del tallo ocular de crustaceos
decapodos. (Rodriguez-Sosa y cols., 1990)
Retina (R), lamina ganglionar (LG), médula externa (ME), médula

interna (MI), glandula sinusal ($G), médula terminal (MT).
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SISTEMA ORGANO X- GLANDULA SINUSAL

Desde hace tiempo se ha propuesto que uno de los posibles marcapasos circadianos del acocil se ubica en
el tallo ocular, particularmente en el complejo que forman el érgano-X y la glandula sinusal. Este sistema es un
complejo neuroendécrino donde las células del érgano X liberan, por exocitosis, neurosecreciones de muy
diversa naturaleza quimica hacia la glandula sinusal, érgano neurohémico que libera periédicamente tales

secreciones hacia la circulacién general. (Fig. 4)

Figura 4: Estructura del tallo ocular de crustaceos decapodos. Mostrando el sistema érgano-X glandula sinusal.
(Aréchiga y Rodriguez-Sosa., 1998)
Retina (R), médula externa (ME), médula interna (MI), glandula sinusal (SG), médula terminal (MT), drgano X (X0).
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GANGLIO SUPRAESOFAGICO

El ganglio cerebroide o supraesofagico integra la informacién visual (y de otros sentidos) en regiones
especificas que se describiran a continuacién. Son tres las principales divisiones del cerebro de los crustaceos
denominadas protocerebro, deutocerebro y tritocerebro cada una de ellas formada de diferentes neuropilos y
fibras quiasmaticas. El ganglio cerebroide conecta a su vez con el ganglio subesofagico, mediante las comisuras

circunesofagicas.

PROTOCEREBRO

El protocerebro puede ser convenientemente subdividido en tres partes: el ganglio 6ptico, el
protocerebro lateral y el protocerebro medio. El ganglio 6ptico contiene los neuropilos que ayudan en el
procesamiento de la informacién recibida por los fotorreceptores y que ya se describieron con anterioridad (la
lamina, la médula externa y la médula interna). El protocerebro lateral contiene dos neuropilos, la médula
terminal que contiene células neurosecretoras del érgano X que se une a un érgano neurohémico que se
conoce como la glandula sinusal para constituir juntos uno de lo mas importantes sistemas neuroendécrinos de
los crustaceos. El segundo neuropilo es el cuerpo hemielipsoide, que se ha postulado como un érgano

homélogo al cuerpo pedunculado de los insectos.

El protocerebro medio esta formado por dos pares de neuropilos, los anteriores y los posteriores los
cuales se ubican a cada lado de la linea media del protocerebro. Los dos anteriores estan conectados por el

puente protocerebral y las dos partes anteriores y posteriores por el cuerpo central (Fig. 5).

DEUTOCEREBRO

El deutocerebro esta formado por el I6bulo olfatorio, un lébulo esférico que contiene areas densamente
empaquetadas por campos sinapticos que se apifionan hacia el centro de la esfera. El I6bulo olfatorio recibe las
terminaciones aferentes primarias de los quimiorreceptores del primer par de antenas (antenas |). Ademas se
encuentran los neuropilos laterales de las antenas |, las cuales consisten de dos claras subdivisiones que reciben
diferentes mecanorreceptores, estatocistos y quimiorreceptores no estaticos, y contienen campos sinapticos de
neuronas motoras que controlan los movimientos de las antenas. Otros neuropilos del deutocerebro son los
neuropilos del segundo par de antenas (antenas mediales 1), y los I6bulos accesorios, que suelen ser mas grandes

que los lébulos olfatorios, los neuropilos de las comisuras deutocerebrales, y los tractos globulares accesorios

(Fig. 5).
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TRITOCEREBRO

La regién ultima del ganglio cerebroide se denomina tritocerebro la cual estd compuesta de los neuropilos

de las antenas I, el neuropilo tegumentario, que son nervios aferentes de diferentes regiones del caparazén

dorsal y los tractos esofagicos. (Sandeman y cols., 1992). (Figura 5).

Fig. 5: Estructura del ganglio cerebroide de

Procambarus clarkii (Sandeman y cols., 1992)
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LA ORGANIZACION DEL SISTEMA LOCOMOTOR
La actividad mas comUnmente estudiada del comportamiento del acocil es la actividad motriz. Se conoce
que la actividad motriz en muchas especies muestra variaciones ciclicas, siendo las mas evidentes las de tipo

circadiano.

Los estudios de comportamiento necesariamente expresan conductas motoras, las cuales suelen mostrar
periodicidades de tipo circadiano. En el acocil, por ejemplo, se despliega una gran variedad de actividades
motoras que reflejan fundamentalmente cambios en el sistema circadiano; caminar, correr, comer, pelear, todas
estas son conductas que se llevan a cabo de modo discreto en sistemas de centros nerviosos y enddécrinos
(aunque no necesariamente bien establecidas). Esto implica que sin importar que sea un centro nervioso o un

centro endécrino, los animales tienen actividades ritmicas con diferentes propédsitos adaptativos.

En el caso del acocil, se trata de un crustaceo decapodo, cuyo sistema nervioso esta distribuido en forma
de ganglios; el ganglio supraesofagico o cerebroide, que se encarga de la integracién de la informacion sensorial
de la cabeza, controla las antenas | y 2, los ojos, la informacién tactil, pulsatil, olfativa, etc. Este ganglio se
comunica a su vez por dos comisuras circumesofagicas que rodean a la boca y despliegan una gran cantidad de
nervios y axones que regulan algunas funciones digestivas, excretoras. Estas dos grandes comisuras se vuelven a
unir en el ganglio subesofagico, que también se le conoce como ganglio estomatogastrico y que controla la
mayoria de movimientos masticadores, incluyendo las mandibulas, los pledpodos oxigenadores y masticadores

etc. procesos digestivos, reproductores, respiratorios y circulatorios principalmente.

A continuacién existen cinco ganglios mas que corren ventralmente conectados entre si por cientos de
fibras; cada ganglio controla diferentes procesos pero se dice cominmente que son ganglios toracicos o
caminadores ya que controlan las quelas y las patas caminadoras (pleépodos), también birramias, unas de ellas
(los endopoditos) forman las branquias. En la parte caudal estan otros cinco ganglios de menor tamafo que los
anteriores y que controlan los musculos de la cola y el telson, ademas de las patas nadadoras birramias o

pereiépodos. (Fig. 6).
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Figura 6: Estructura del sistema nervioso central del acocil Procambarus clarkii se muestra sus

regiones, ganglios y raices nerviosas que lo conforman.
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HORMONA DISPERSORA DEL PIGMENTO

Los ojos compuestos de los crustaceos cuentan con un complejo sistema de pigmentos de proteccién y
de reflexién a la luz. Es de particular interés el pigmento retiniano distal alrededor de los conos cristalinos del
omatidio. Dependiendo de las condiciones de iluminacién ambiental, el pigmento distal migra desde las zona
polares a la central dentro de las células pigmentarias, modificando la cantidad de luz y protegiendo a las células
receptoras. Esos movimientos estan bajo el control de una de varias formas de una molécula que actta tanto
como una hormona de adaptacién a la luz y como un pigmento dispersor del pigmento de los cromatéforos
(cromatoforotropina). La hormona fue nombrada formalmente como “hormona de adaptacién a la luz” (HAL)
(Kleinholz y cols. 1962), después se conocié como “hormona del pigmento retiniano distal” (HPRD) y ahora es

conocida como “hormona dispersora del pigmento” (HDP) (Kleinholz y cols. 1986).

Los antecedentes acerca del papel de la HDP en crustaceos estan relacionados con el desarrollo de la
cronobiologia de los crustaceos. El papel de la HDP como precursor hormonal fue estudiado por Kéller (1925 y
1927) y colaboradores. Las primeras investigaciones mostraron que habia algunas sustancias presentes en la
hemolinfa de crustaceos que provocaban el cambio de coloracion en la epidermis. Perkins (1928) y Carlson
(1935) encontraron que la inyeccién de extractos de los tallos oculares revertia el cambio de color inducido
previamente en Palaemonetesy Uca pugilator. Al mismo tiempo, Welsh (1930) observé cambios periédicos en
la migracién del pigmento retinal de la langosta Macrobrachium. Basados en estos procedimientos
experimentales se llegd a la conclusién de que el sistema nervioso central asi como algunos elementos

sanguineos, estan involucrados en la persistencia del ritmo del pigmento distal.

Los trabajos de Kleinholz (1966) mostraron que la luz provoca la migraciéon de los pigmentos: extractos
crudos de tallos oculares de varios crustaceos, inyectados a langostas Palaemonetes puestas en oscuridad
“provocé la migracién de los pigmentos distales y de reflexién a la posicion de adaptaciéon a la luz”. Ademas,
propuso que la sustancia activa probablemente provenia de la glandula sinusal. En 1939, Welsh propuso la
existencia de una relacién entre la presencia de una hipotética hormona producida en los tallos oculares del
acocil Cambarus bartoniy los cambios diarios en la posicién de los pigmentos retinianos. Después, el mismo
autor propuso que el ritmo circadiano motor del acocil C. bartoni se modifica por la aplicaciéon de los extractos

oculares de los tallos oculares (Welsh, 1939).

Fue el grupo de Brown y colaboradores (Welsh, 1941; Brown y Edestron, 1940; Brown y Wulff, 1941;
Brown y Saigh, 1946) quien presenté evidencias concluyentes acerca de una hormona antagonista que controla
los cromatéforos de los crustaceos en la langosta Crangon crangon. Los dos factores hormonales fueron la

hormona concentradora del pigmento rojo (RPCH) y la hormona dispersora del pigmento (HDP).
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DISTRIBUCION DE LA HDP EN CRUSTACEOS

Se han usado varias técnicas para establecer la presencia de la HDP en diversas especies de crustaceos.
Por ejemplo, se usaron bioensayos para medir el contenido de HDP en el tallo ocular de crustaceos. Estas
investigaciones abrieron el camino para conocer la distribucion y posterior cuantificacion de la HDP (Rao, 1985).
Estudios inmunocitolégicos, usando antisuero de conejo contra B-HDP revelaron la presencia de neuronas
HDP-inmunorreactivas en el sistema nervioso del cangrejo Carcinus maenas (Dircksen y cols., 1987). Los
autores encontraron que la HDP esta asociada a granulos en la membrana; los granulos positivos a otras
hormonas como la hormona hiperglucemiante aparecen en axones adyacentes (Mangerich y Keller, 1988). Los
autores pudieron encontrar que la HDP se asocia con figuras exociticas en forma de orquillas (€2), en terminales
ascendentes de la lamina basal. Otro hecho interesante es que tres dias de oscuridad continua causan un
incremento en el contenido de los granulos en los axones y estos a su vez se engrosan al aproximarse a la

glandula sinusal.

La distribucién de la HDP en los tallos oculares ha sido estudiada en dos decapodos: Carcinus maenas'y
Orconectes limosus (Mortin y Marden, 1991). En ambas especies numerosos somas de neuronas
inmunoreactivas a HDP se encontraron en la base de la lamina ganglionar, entre la médula interna y en la médula
terminal, dorsalmente o centralmente (25-3| somas en C. maenasy 20-25 en O. Limosus). La arborizacién de
las células es similar en ambas especies. Las células estan localizadas en la base de la [amina que se ramifican a la
misma. Las células colocadas entre ambas médulas (la interna y terminal) tienen ramificaciones originadas en
todo el tallo. Las fibras estan distribuidas en varios niveles algunas distribuidas tangencialmente y llegan de modo
restringido. Un importante descubrimiento es que en algunas especies (Carcinus maenas, Orconectes limosus,
Cancer pagurus'y Uca pugilator (Mangerich y Keller, 1988)), algunas células colocadas entre la médula interna y
la médula terminal mandan axones sobre la superficie de la médula interna a la glandula sinusal, donde tienen
pequefas terminales neurosecretoras, que son usualmente esparcidas. Las mismas estructuras estan analizadas
con microscopia electrénica. Las fibras van en direccién proximal al deutocerebro, por una ruta paralela al

nervio éptico.

La distribucién de HDP en el sistema nervioso central (SNC) fue primeramente estudiada en C. maenasy
O. limosus (Dircksen y cols. 1987). Como en el caso de los Iébulos épticos, la distribucidon de las células y los
patrones generales de arborizacion en el SNC son similares en ambas especies estudiadas. En el ganglio
cerebroide, las células estan presentes en dos regiones: anteromedialmente (6 células), y posteriorlateralmente
(lamada soma angular; 4 células). En O. /imosus, el ganglio subesofagico presenta células con HDP en las

regiones anterior y posterior (dos células bilateralmente en cada terminacién).
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INTRODUCCION HORMONA DISPERSORA DFL PIGIMENTO
BIOQUIMICA DE LA HDP EN CRUSTACEOS

La presencia de la hormona dispersora del pigmento a través de distintos neuropilos sugiere que su papel
podria ser de un neurotransmisor/neuromodulador necesario en las células. La HDP en el ganglio cerebroide y
en los cordones nerviosos ventrales indica a favor de esta asercién. La presencia de HDP a través del sistema
nervioso, se ha encontrado por diferentes autores en diversos trabajos que sugieren la funcién de un

neuromodulador y neurotransmisor (Yang y cols. 1999; Mangerich y Kéller, 1988).

La HDP fue aislada para sus primeros estudios por Fernlund en 1971 (Fernlund 1971; 1976) de los tallos
oculares de Pandalus borealis. Tiempo después, la HDP fue aislada y secuenciada de varias especies de
crustaceos: Cancer magister (Kleinholz y cols. 1986), Pandalus aztecus (Phillips y cols. 1988), y Penaeus
Japonicus (Yang y cols. 1999). Todas las hormonas dispersoras son octadecapéptidos y difieren entre ellas en su
potencia para la dispersién de los pigmentos accesorios y tegumentarios, debido a la posicién de alguno de sus
aminoacidos. Particularmente, la HDP obtenida de P. borealis, difiere de todas las otras en mas de 6 posiciones
de los 18 residuos de aminoacidos. Esta HDP en P. borealis esta referida como o-HDP y todas las otras son
conocidas como B-HDP. De acuerdo a muchos estudios, se ha propuesto que hay una diferencia en la potencia
entre la a-HDP y la B-HDP debido a la diferencia en los aminoacidos en la posicién 3 (Gly en a-HDP y Glu en B-
HDP) (Rao, 1985; Rao y cols. 1987; Rao y Riehm, 1988; 1989; Riehm y cols. 1985; Semmes y cols. 1985;
Jorenby y cols. 1987). En la Tabla | se muestran las secuencias de aminoacidos de diferentes HDP encontradas

en diferentes crustaceos. (Tabla ).

Pencrers verniricenreet NSELINSLLGI PKYMNDA NH2
Pererres azfocres WS FTLTWSTLLGT PRKVMNDA WH2
LPenerets vernrenrrey NSELINSELGIP K VMNDA NH2
o prgreladtor NSELINSIILGLP K VMNDA NIIZ
Porcjfirstorcres lenivscaries NS FLINSITILGT P KVMNDA NHAH2
Coercines narencs NS ELINSIILGLIP L VMN DA NH2Z
C&umrﬁm‘ﬂbr NS E LI NSITLGLIP K YDMNDA NH2Z
Callinecies seapricles 1 NS ELINSITILGLP K VMN DA WH2
Orvonedes ifnoses NSELINSIIILGLP KYMN NH2
Orvorrecles frraraois ELINSILGLP

LINSLLGI|S

Callinecies sapricles 2 NS

E NH2
Pervrderlres joravivend WS TFLINSLLGI/P KV M|T|DA WH2

«Irnaelilliciivem veilgeere NS E LINS LL bi P@V L Nﬁlfl NHE
vdcharele domesticres NSEIIINSLLGLIr KVILINDA NH2
Ferirmdlees srnicregleres NS Elﬂi NS LLGTP KLITL.NDA NA2
Fergianor anicericrrne NS ELINS LLGLIP K VILIN DA NHZ

Tabla I: Secuencia primaria del octadecapéptido beta-HDP de diferentes especies de crustaceos decapodos e insectos.
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INTRODUCCION HORMONA DISPERSORA DFL PIGIMENTO
EFECTO FISIOLOGICO DE LA HDP EN CRUSTACEOS

La HDP fue descubierta en crustaceos y hay sélo unos cuantos trabajos acerca de su accion fisioldgica.
Algunos autores han estudiado la accion de la HDP en varios sistemas fisiologicos encontrando que en el acocil
Procambarus clarkii, por ejemplo, es la responsable, tanto de su conocida accién sobre los cromatéforos, como
de los cambios periédicos en la amplitud de la respuesta eléctrica a la luz (electrorretinograma ERG) (Moreno-
Saenz y cols., 1987; Moreno-Saenz y cols., 1992; Gaus y Stieve 1992); de los cambios periédicos en el tamafio
de la pseudopupila (Hernandez-Falcén y cols., 1987); asi como de la actividad motora (Moreno-Saenz y cols.,

1987).

Su papel como sincronizador circadiano en el acocil P. clarkii ha sido recientemente descrito (Verde y
cols., 2007). En el cangrejo Chasmagnatus granulate (Granato y cols., 2004) se ha propuesto que el ritmo
circadiano de la migracién de los pigmentos depende tanto del ritmo de sintesis de HDP en los tallos oculares
como de la liberacién de la HDP. El ritmo endégeno de la hormona es el responsable del cambio en la

concentracién del pigmento en los melanéforos.

En otros invertebrados, la HDP ha sido implicada en el control de los cromatéforos (Josefsson, 1975,

Keller, 1992, Rao, 1992).

Se ha propuesto que la accién de la HDP en los crustaceos es un reflejo neuroendécrino que se inicia
cuando la luz alcanza a los fotorreceptores y termina cuando la HDP es liberada de la glandula sinusal. Bajo el
efecto de la HDP los pigmentos accesorios de protecciéon se mueven a la posicion de adaptacién de la luz

(Hernandez-Falcon y cols., 1987, Kleinholz, 1966; Moreno-Saenz y cols., 1992).
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INTRODUCCION HORMONA DISPERSORA DEL PIGMENTO
LA HDP EN INSECTOS

En los insectos la concentracién y dispersién de los pigmento ocurre como en los crustaceos. Un
octadecapéptido capaz de inducir la dispersion de los pigmentos en los cromatéforos del cangrejo Uca pugilator
fue aislado de cabezas liofilizadas del grillo Romalea microptera. Es un péptido de composicion 78% similar a la
B-HDP de Uca pugilator y Cancer magistery 50% a la o-HDP de Pandalus borealis (Rao y cols. 1987). Este
péptido fue denominado un factor dispersor de los pigmentos (FDP) para diferenciarlo de las hormonas
dispersoras del pigmento (HDPs) producido por crustaceos. Comparando la FDP y la HDP de los crustaceos,

quedd clara una secuencia evolutiva en la organizacién de crustaceos a insectos.

Desde los trabajos de Rao y cols. (1987) hasta la fecha, muchos autores han estado interesados en buscar
neuronas inmunorreactivas a FDP en el sistema nervioso de los insectos. Asi, se ha estudiado la distribucién de
la FDP en células, fibras y diferentes partes del sistema nervioso en mas de 40 especies de varias clases de

insectos.
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INTRODUCCION HORMONA DISPERSORA DEL PIGMENTO
RECEPTOR DE HDP

En Drosophila, la FDP es secretada de manera circadiana en el cerebro dorsal; cuando se detienen la
expresion ectopica de FDP, se modifica el ritmo; cuando se muta la expresion de FDP, se producen tanto una
arritmia como periodos alterados. Las moscas con elevados niveles de FDP presentan periodos largos, mientras
que las que tienen niveles escasos exhiben periodos cortos (Renn y cols., 1999). Estos resultados sugieren que la

FDP tiene una retroalimentacién sobre las propias neuronas marcapaso.

Hasta hace poco tiempo algunos autores empezaron la busqueda de un receptor a FDP en particular;
Taghert y sus colegas identificaron un posible candidato; los primeros resultados apuntaron a una serie de
moléculas que forman una familia llamada GPCRs de las cuales encontraron 44 posibles receptores a partir del
genoma de Drosophila. Todas estas proteinas forman péptidos transmembranales con siete dominios acopladas
a una proteina G en su dominio intermembranal. Taghert y sus colaboradores decidieron sistematicamente
probar los 32 mejores candidatos, por su sensibilidad a la FDP, y después de probar a 26 candidatos en un
ensayo de membrana /n vitro identificaron un receptor codificado por CG13758. El receptor mostré una alta

sensibilidad a 24 formas de FDP (Mertens y cols., 2005).

CG13758 es parte de una subfamilia de receptores clasicamente hormonales. Todos los miembros de
esta subfamilia estan regulados por AMPc acoplado a adenilatociclasa a través de la estimulacién de una proteina
G. Después de la caracterizacion farmacolégica de CG13758, Mertens y cols., (2005) determinaron sus patrones
de expresién por inmunocitoquimica encontrando que hay grupos de neuronas asociadas al marcapaso asi como
en los cuerpos celulares del protocerebro lateral y dorsal, asi como en el ganglio subesofagico. Otros grupos
como Hyuny cols., (2005) y Lear y cols., (2005) han llegado a resultados similares con mutagénesis dirigida para
CG13758. Incluso experimentos de hibridacién /n situ con antisuero para CG13758 revelé que en el cerebro

dorsal hay neuronas marcapaso dorsales con terminales a FDP. (Helfrich-Forster, 2005)

26



ANTECEDENTES
ANTECEDENTES DIRECTOS

En anos recientes, la FDP se ha relacionado de forma importante con la actividad de los marcapasos
circadianos en invertebrados. Algunos estudios a nivel molecular han puesto de manifiesto que al menos un par
de marcapasos circadianos son los responsables del ritmo circadiano motor en Drosophila; se encuentran en el
complejo central abarcando hasta la médula accesoria. En esta regién existe un pequefio grupo de neuronas
llamadas neuronas laterales que contienen la proteina PER (Siwicki y cols., 1989). Las mismas neuronas son
inmunorreactivas a la HDP (Helfrich-Forster y Homberg, 1993; Helfrich-Forster, 1995). Este hecho se ha
interpretado en el sentido de que las neuronas que contienen esta hormona estarian fuertemente implicadas en
la actividad circadiana de estos organismos, ya sea en forma directa o mediante la influencia que ejercerian sobre

la actividad de PER.

Estudios en el I6bulo 6ptico de algunos crustaiceos como Carcinus maenas (Dircksen y cols., 1987) y
Romaela microptera (Rao y Riehm, 1989) han demostrado inmunorreactividad a la HDP en interneuronas y
células neurosecretoras que tienen sus terminales en la glandula sinusal. Esta misma sustancia también ha sido
localizada en axones y fibras nerviosas que interactian con otros neurotransmisores y neuromoduladores

(Mangerich y cols., 1987).

La FDP se ha relacionado en forma importante con la actividad de marcapaso que, se supone, posee la
médula accesoria del ganglio cerebroide de los insectos (Stangel y Homberg, 1994; Helfrich-Forster, 1995). En
la cucaracha Leucophaea maderae, por ejemplo, las arborizaciones de neuronas inmunorreactivas a la FDP
localizadas en el cerebro medio se han correlacionado con la presencia de actividad circadiana locomotriz en

esta especie (Petri y Stengel, 1997).

En experimentos de lesién de los tallos oculares de cucaracha, al desaparecer las arborizaciones de las
neuronas también desaparece la oscilacién circadiana; mas audn, los organismos en los que se regeneran las
arborizaciones inmunoreactivas a FDP, presentan claras muestras de recuperacién de la conducta periédica

motriz (Stangel y Homberg, 1994).

En otros experimentos se ha demostrado que la HDP aplicada localmente en los sitios de la médula
accesoria identificados como generadores del ritmo circadiano motor de la cucaracha Leucophaea maderae,
produce esencialmente atrasos de fase del ritmo que dependen de la hora de aplicacién de la hormona (Petri y
Stengel, 1997). Esto implica que, por lo menos en esta especie, la HDP funciona como un sincronizador no-

luminoso.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de los ritmos circadianos ha sido abordado de multiples maneras por un gran nimero de
investigadores; sin embargo, poco se conoce sobre la ubicacion de las estructuras que conforman las partes del
reloj bioldgico en invertebrados, asi como su funcionamiento. En este trabajo pretendemos ahondar en estos
dos aspectos (ubicacién y funcionamiento del reloj circadiano) para lo cual utilizaremos al acocil Procambarus

clarkii como modelo biolégico.

Por otro lado, la hormona dispersora del pigmento parece estar ampliamente distribuida en el sistema
nervioso de invertebrados y en particular de crustaceos, sin embargo no se conoce su distribucién y mucho
menos su funcionamiento a largo plazo en los centros generadores de ritmicidad circadiana. Durante mucho
tiempo la informacién experimental ha sugerido que los tallos oculares son un centro importante de la
ritmicidad, sin embargo, no el Unico. Parece ser que el ganglio cerebroide y en particular el protocerebro del
acocil es otro centro generador de actividad circadiana. Muy probablemente estos centros osciladores actien
conjuntamente bajo la accién de neuropéptidos como podria ser la HDP, generando, sincronizando o

regularizando el orden temporal interno de los animales.

Debido a los antecedentes que hemos presentado, nuestro trabajo establecera la distribuciéon anatémica
de la HDP en el sistema nervioso del acocil, en particular en el ganglio cerebroide y en el tallo ocular. Debido a
los trabajos de De Kleijn (1993, 1995) donde se han realizado algunos experimentos con hibridacién /in situ, se
encontré ARN mensajero que codifica HDP, asi como otras herramientas moleculares, creemos que estos sitios
son productores de hormona. En este trabajo utilizaremos técnicas inmunoldgicas, las cuales resultaran una
valiosa herramienta para conocer los lugares donde pudiera ubicarse “la sustancia” que hasta ahora sigue siendo

el candidato mas viable para ser la expresién directa de la actividad de un marcapaso en los crustaceos.

Utilizaremos una senal de peroxidasa y una senal inmunolégica fluorescente para ubicar con precisién a
los grupos de células que sintetizan y liberan la HDP. Las técnicas inmunohistoldgicas en las que se utilizara
sinaptofisina asi como las tinciones especificas con violeta de cresilo, se emplearan para distinguir con precisién

entre los distintos tipos celulares como glia y tejido conjuntivo o muscular.
Una vez localizadas las fibras secretoras o productoras de HDP procederemos a lesionarlas, con el fin de

probar la hipétesis de que son esas mismas fibras las que mediante la secrecién de HDP generan y hacen posible

la expresién de la actividad circadiana en el acocil.

28



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se haran registros a largo plazo del ERG y del ritmo motor para observar si los animales lesionados

pierden la capacidad de manifestar cambios periédicos de la amplitud del ERG o cambios periédicos en la
actividad motora.

Si se logra observar una pérdida de la actividad ritmica en el ERG o en la actividad motora, los registros se
haran algunas semanas (al menos 10) después de la lesion, para distinguir si hay recuperacion (aunque sea sélo
parcial) en la capacidad de oscilar, lo que llevaria a la interpretacién de una posible reconexién anatémica y

funcional de los animales lesionados.

Por dltimo, probaremos la accién de la hormona como un sincronizador de tipo no-luminoso. Para ello se
aplicaran dosis Unicas de HDP en diferentes momentos del dia (diferentes horas circadianas) para medir la
susceptibilidad del sistema circadiano en los animales en registros a largo plazo, tanto del electrorretinograma asi
como de los movimientos espontaneos. En cada caso, se analizara el efecto (atrasos, adelantos o ausencia de
cambios) producidos por la aplicacion de la HDP. Con los resultados que se obtengan se construiran las
correspondientes curvas de respuesta de fase a estimulos no luminosos de los ritmos circadianos motor y de

respuesta a la luz.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El estudio de los ritmos circadianos ha sido abordado de multiples maneras por un gran nimero de
investigadores; sin embargo, poco se conoce sobre la ubicacién de las estructuras que conforman las partes del reloj
biolégico en invertebrados, asi como su funcionamiento. En este trabajo pretendemos ahondar en estos dos aspectos
(ubicacién y funcionamiento del reloj circadiano) para lo cual utilizaremos al acocil Procambarus clarkii como modelo

bioldgico.

Por otro lado, la hormona dispersora del pigmento parece estar ampliamente distribuida en el sistema nervioso
de invertebrados y en particular de crustaceos, sin embargo no se conoce su distribucién y mucho menos su
funcionamiento a largo plazo en los centros generadores de ritmicidad circadiana. Durante mucho tiempo la
informacion experimental ha sugerido que los tallos oculares son un centro importante de la ritmicidad, sin embargo,
no el Unico. Parece ser que el ganglio cerebroide y en particular el protocerebro del acocil es otro centro generador de
actividad circadiana. Muy probablemente estos centros osciladores actlen conjuntamente bajo la accion de
neuropéptidos como podria ser la HDP, generando, sincronizando o regularizando el orden temporal interno de los

animales.

Debido a los antecedentes que hemos presentado, nuestro trabajo establecera la distribucion anatémica de la
HDP en el sistema nervioso del acocil, en particular en el ganglio cerebroide y en el tallo ocular. Debido a los trabajos
de De Kleijn (1993, 1995) donde se han realizado algunos experimentos con hibridacion in situ, se encontr6 ARN
mensajero que codifica HDP, asi como otras herramientas moleculares, creemos que estos sitios son productores de
hormona. En este trabajo utilizaremos técnicas inmunologicas, las cuales resultaran una valiosa herramienta para
conocer los lugares donde pudiera ubicarse “la sustancia” que hasta ahora sigue siendo el candidato mas viable para

ser la expresion directa de la actividad de un marcapaso en los crustaceos.

Utilizaremos una sefial de peroxidasa y una sefial inmunoldégica fluorescente para ubicar con precision a los
grupos de células que sintetizan y liberan la HDP. Las técnicas inmunohistolégicas en las que se utilizara sinaptofisina
asi como las tinciones especificas con violeta de cresilo, se emplearan para distinguir con precision entre los distintos

tipos celulares como glia y tejido conjuntivo o muscular.

Una vez localizadas las fibras secretoras o productoras de HDP procederemos a lesionarlas, con el fin de
probar la hipétesis de que son esas mismas fibras las que mediante la secrecion de HDP generan y hacen posible la
expresion de la actividad circadiana en el acocil.

Se haran registros a largo plazo del ERG y del ritmo motor para observar si los animales lesionados pierden la

capacidad de manifestar cambios periddicos de la amplitud del ERG o cambios periddicos en la actividad motora.

Si se logra observar una pérdida de la actividad ritmica en el ERG o en la actividad motora, los registros se
haran algunas semanas (al menos 10) después de la lesién, para distinguir si hay recuperacién (aunque sea solo
parcial) en la capacidad de oscilar, lo que llevaria a la interpretacion de una posible reconexién anatdmica y funcional

de los animales lesionados.

Por dltimo, probaremos la accidon de la hormona como un sincronizador de tipo no-luminoso. Para ello se
aplicaran dosis uUnicas de HDP en diferentes momentos del dia (diferentes horas circadianas) para medir la

susceptibilidad del sistema circadiano en los animales en registros a largo plazo, tanto del electrorretinograma asi
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

como de los movimientos espontaneos. En cada caso, se analizara el efecto (atrasos, adelantos o ausencia de
cambios) producidos por la aplicacion de la HDP. Con los resultados que se obtengan se construirdn las
correspondientes curvas de respuesta de fase a estimulos no luminosos de los ritmos circadianos motor y de

respuesta a la luz.
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OBIETMO

OBJETIVO

Establecer el papel que desempefa la HDP en la generacién y sincronizacién de los ritmos circadianos

electrorretinografico y motor del acocil.

OBJETIVOS PARTICULARES

Para establecer el papel de la hormona dispersora del pigmento en la generacién de la actividad circadiana

consideramos necesario localizarla en el sistema nervioso central del acocil:

Localizar los conjuntos de neuronas en el ganglio cerebroide y en el tallo ocular que sean
inmunorreactivos a la hormona dispersora del pigmento.

Establecer la distribucién de las ramificaciones de las neuronas antes mencionadas.

Lesionar las regiones del ganglio cerebroide que muestren ramificaciones inmunorreactivas a la HDP y
comprobar el efecto de esta lesién en la actividad circadiana.

Registrar a largo plazo la actividad circadiana de la amplitud del ERG inmediatamente antes y después de
la lesién de las zonas del protocerebro, en donde se ubicarian ramificaciones reactivas a la HDP,
supuestamente implicadas en la generacién de este ritmo.

Registrar a largo plazo la actividad circadiana de amplitud del ERG y motor de animales lesionados para
observar las modificaciones en el ritmo del ERG y motor del acocil, dejando a los animales recuperarse
por un tiempo para que se reestablezcan las conexiones nerviosas entre las estructuras lesionadas y asi

poder observar la reaparicién de los ritmos circadianos considerados.

Para establecer el papel de la hormona dispersora del pigmento como un posible sincronizador no-

luminoso o acoplador interno de la actividad circadiana consideramos necesario:

6.

Construir la curva de respuesta de fase del ritmo del ERG, a partir de la aplicacién exégena de HDP
durante el ciclo de 24 horas.
Construir la curva de respuesta de fase para el ritmo locomotor, a partir de la aplicacién exdgena de

HDP durante el ciclo de 24 horas.
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HIFOTESIS

HIPOTESIS

De acuerdo con los antecedentes que se han presentado, la hormona dispersora del pigmento (HDP) es

una sustancia claramente implicada en la actividad circadiana del acocil, ya que:

Neuronas del ganglio cerebroide y del tallo ocular, producen esta hormona y la liberan en forma ritmica
actuando como neuronas marcapaso. La destruccién de los principales sitios productores de esta hormona da

como resultado la desaparicién de la actividad circadiana.
La aplicaciéon exdgena de esta hormona induce cambios de fase en la actividad circadiana del acocil. Estos

hechos nos llevan a proponer a la HDP como una sustancia que se relaciona directamente con la generacién y la

sincronizacién de los ritmos circaianos en esta especie.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIALES Y METODOS

GENERALIDADES
ANIMALES

Se utilizaron 193 acociles de la especie Procambarus clarkii, adultos, sin distincién de sexo, comprados a
proveedores locales, en estado de intermuda, de acuerdo con la dureza del exoesqueleto. Los animales fueron
mantenidos en acuarios con agua bien oxigenada, a temperatura controlada de 16°C y alimentados con
vegetales, bajo un régimen de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (LO12:12) con encendido de la luz a las 7

de la manana.

PRESENCIA DE LA HDP EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DEL ACOCIL
Se utilizaron 98 acociles para diferentes técnicas histoldgicas; 30 para la técnica indirecta de peroxidasa
(PAP), 30 para la técnica de inmunofluorescencia, y 38 mas para técnicas de control (hematoxilina-eosina, Vogt,

sinaptofisina); en cada experimento se hicieron disecciones del sistema nervioso central y de los tallos oculares.

DISTRIBUCION DE LA HDP EN EL SISTEMA NERVIOSO DEL ACOCIL

PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO

Los animales fueron anestesiados por frio y sacrificados por decapitacién en dos horas extremas del dia, a
las 12 del dia y 12 de la noche. Se obtuvieron quirdrgicamente los tallos oculares y el ganglio cerebroide; se
retiré el exceso de tejido conectivo manteniendo el tejido nervioso. Las piezas de material biolégico fueron

sumergidas en fijador de formaldehido al 10% durante 24 horas.

Una vez fijado, el tejido fue sometido a un procedimiento tipico de inclusién que podia ser en parafina o

en medio de congelacién.

INCLUSION EN PARAFINA

El proceso tipico de una inclusién en parafina conlleva la deshidratacién alcohdlica del tejido desde el 30%
hasta el 100% y luego a disolventes como el xilol, para después ser incluido en parafina liquida a 56°C. (Véase

apéndice para detalles de la técnica).

INCLUSION EN CONGELACION

El material fijado se introduce en una disolucién de sacarosa al 30% durante | hora y una solucién de
sacarosa al 15% por |5 minutos, esta crio-proteccién mantiene estables a las células. Los érganos son colocados
en pequefos viales de plastico (capsulas beam) con liquido de congelacién (tissue freezing medium);
posteriormente los bloques fueron sumergidos en nitrégeno liquido por unos minutos y guardados a -70°C hasta

su proceso de corte.
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MATERIALES Y METODOS
CORTES
Los bloques de parafina fueron cortados en un microtomo, en laminas de 10 a I5um de grosor las cuales

fueron colocadas en laminillas de vidrio (portaobjetos) previamente cubiertos con poli-L-lisina para mantenerlos

fijos.

Los bloques de congelacion fueron cortados en un cridstato a -18°C en laminas de 10 a 15um de grosor
las cuales fueron colocadas en laminillas de vidrio (portaobjetos) previamente cubiertas con gelatina alcohélica al
3% para mantenerlos fijos. Los cortes de tallo ocular mantuvieron una orientacién longitudinal anterio-

posterior, mientras que los cortes de ganglio cerebroide mantuvieron una orientacién transversal dorso-ventral.

Una vez que se tenian los cortes, pasaron a una tincion especifica.

TECNICA DE HEMATOXILINA-EOSINA
Esta técnica utiliza dos colorantes: en primer lugar los cortes se someten a la accién de la hematoxilina,

colorante basico, que se une a cualquier sustancia que tenga grupos acidos, tales como los grupos fosfato del
ADN vy a las proteinas nucleares que poseen carga negativa. A continuacién, se someten a la accién de la eosina,
colorante débilmente acido, que colorea a las estructuras basicas. Como resultado, los nucleos se tifien de color
azul con la hematoxilina, mientras que la eosina tine de rosa mas o menos intenso ciertas estructuras

dependiendo de su grado de acidofilia. (Véase apéndice para detalles de la técnica).

TECNICA DE VOGT (TINCION DE GRANULOS DE NISSL CON VIOLETA DE CRESILO)
La sustancia de Nissl consiste en granulos que se distribuyen en todo el citoplasma del cuerpo celular

excepto en la regién del axén. Las micrografias muestran que la sustancia de Nissl esta compuesta por reticulo
endoplasmatico rugoso dispuesto en forma de cisternas anchas apiladas unas sobre otras. Dado que los
ribosomas contienen RNA, la sustancia de Niss| es baséfila y puede verse muy bien con tincién azul de toluidina

u otras anilinas basicas y microscopio 6ptico.

En este trabajo se realizaron algunas tinciones con esta técnica para dilucidar las zonas de tallo ocular y de
ganglio cerebroide donde no podian definirse como tejidos gliales, o nerviosos. La técnica demostré que las
zonas laxas de protocerebro y algunas del deutocerebro son en realidad neuronas. (Véase apéndice para detalles

de la técnica).

TECNICA DE SINAPTOFISINA

La sinaptofisina es una glicoproteina integral acida de 38 kDa que se une al Ca** de membrana, pesa y es
parte de las vesiculas presinapticas, con una importante funcién en la exocitosis. Se ha demostrado también su
presencia a lo largo del pericarion de las neuronas del asta anterior medular, reflejando la riqueza de axosinapsis

de la zona. También es denominada SVP38 y p38. (Véase apéndice para detalles de la técnica).
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PROCEDIMIENTO INMUNOCITOQUIMICO (INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA)
Las técnicas inmunohistoquimicas se basan en la especificidad de la reaccién antigeno-anticuerpo, la cual

permite la identificaciéon de una proteina (el antigeno), cuya presencia se quiere demostrar, mediante su unién

con un anticuerpo especifico (anticuerpo primario).

En este caso se ha utilizado el método de la inmunodeteccién indirecta en dos etapas. En un primer paso,
los cortes se incubaron con el anticuerpo primario, el cual se une a su antigeno especifico donde quiera que esté

presente.

En un segundo paso, se aplica otro anticuerpo (anticuerpo secundario) contra el anticuerpo primario. El
anticuerpo secundario esta unido covalentemente (se dice que esta marcado), en este caso, a la enzima
peroxidasa (una enzima que cataliza la formacién de peréxido de hidrégeno, altamente oxidante). Finalmente, el
producto de reaccién de esta enzima se revela con el empleo del sustrato 3,3’diaminobencidina (DAB) el cual al
oxidarse, forma un producto marrén insoluble. Este paso permite amplificar el resultado de la reaccién, ya que
varias moléculas del anticuerpo secundario marcado pueden unirse a una molécula del anticuerpo primario. En
consecuencia, el sitio donde se localizada el antigeno presenta mas moléculas de la enzima lo que permite una

mejor deteccién de la reaccion.

Los métodos inmunocitoquimicos de puente se basan en la gran afinidad que existe entre la avidina y la
biotina. La avidina es una glicoproteina de 67 kDa, tetramérica, que presenta en su superficie regiones
hidrofébicas a las que se une la biotina con gran afinidad. Las cadenas glucidicas de la avidina tienen una carga tal
que las hace unirse a regiones cargadas del tejido lo que aumentan el ruido de fondo. La biotina es una proteina
soluble en agua (vitamina H) de peso molecular bajo (244). Presenta un grupo carboxilico que permite su unién
a los grupos amino de las proteinas. La biotinilizacién es una reaccién bioquimica que permite unir biotina a una
gran variedad de moléculas como enzimas, lectinas, anticuerpos, acidos nucleicos, etc. La adicién de biotina no
modifica drasticamente las propiedades de la molécula. La caracteristica principal es que el anticuerpo
biotinilado puede ser utilizado como elemento primario (método directo), o secundario (método indirecto), y
puede visualizarse mediante tres métodos diferentes:

Con avidina (o estreptavidina) marcada.

Con avidina actuando como puente para enzimas biotinilados.

Con el complejo avidina-biotina-peroxidasa u otro marcador (sistema ABC).

El método ABC es el mas utilizado ya que tiene la maxima sensibilidad. Requiere la preparacién in vitro
del complejo avidina-biotina-peroxidasa dejando libre al menos uno de los cuatro lugares de unién de la

superficie de la avidina, para que se una a las moléculas del anticuerpo (primario o secundario). El complejo se
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afiade después del anticuerpo biotinilado. Otra ventaja adicional del sistema ABC es su universalidad ya que la

tercera capa es siempre la misma independientemente de la especie en que se haya obtenido el anticuerpo

primario.

El cromégeno mas popular de la actividad peroxidasica es el tetracloruro de la diaminobenzidina (DAB).
En esta reaccién el agua oxigenada actlia como un sustrato enzimatico y el DAB es el donante de electrones.

Como resultado el DAB se oxida y forma un precipitado coloreado marrén e insoluble.

El anticuerpo primario (Anti HDP) se compré a los laboratorios Genemed Synthesis Inc. (San Francisco,
California, E.U.A.) y se utilizé a una concentracién de 1:5000; los kits de anticuerpos secundarios (UltraTek HRP
anti-rabbit) se compraron a los laboratorios ScyTek (Utah, E.U.A.) y se utilizaron de acuerdo con las
especificaciones recomendadas por ellos mismos (Ver apéndice). Como control algunas laminillas no fueron

tratadas con el anticuerpo primario. (Véase apéndice para detalles de la técnica).

PROCEDIMIENTO INMUNOCITOQUIMICO (INMUNOFLUORESCENCIA)
En la actualidad existen diferentes protocolos que permiten unir anticuerpos a compuestos fluorescentes.

Se utilizan numerosos fluorécromos entre los que destacan el isotiocianato de fluoresceina (FITC), el
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC), la diclortriazinilaminofluoresceina (DTAF), el rojo Texas, el
bimane y otros. Los mas empleados son los dos primeros. Tienen capacidad de reaccién con los grupos amino

primarios de los anticuerpos en las condiciones adecuadas.

Los fluorécromos son sustancias que tienen la propiedad de emitir un fotédn de una longitud de onda
determinada cuando son excitados por un fotén incidente de una longitud de onda caracteristica. Por ejemplo,

el isotiocianato de fluoresceina tiene un maximo de absorcién a 490 nm y un maximo de emisién a 520 nm.

Uno de los problemas de la utilizacién de fluorécromos en microscopia de fluorescencia es la pérdida de
ésta debido a las grandes intensidades de luz empleadas. Las muestras empleadas en esta técnica no pueden ser

observadas durante largos periodos de tiempo debido a la desaparicién de la fluorescencia.

La ventaja de los métodos de fluorescencia es su gran sensibilidad y poder de resolucién en el
microscopio de fluorescencia. Este microscopio es similar al microscopio convencional, a excepcién de que la
luz incidente que procede de una potente fuente atraviesa un primer filtro que selecciona la longitud de onda
capaz de excitar al fluorocromo, antes de incidir sobre la muestra. La luz emitida por la muestra (reflejada y

fluorescente) atraviesa un segundo filtro que selecciona la longitud de onda de emisién del flurocromo.
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El marcaje fluorescente presenta dos grandes inconvenientes:

No permite la tincién de las preparaciones, tincién de contraste, por lo que se han de visualizar por

contraste de fases o contraste interferencial.

Las preparaciones tienen una corta vida por la pérdida de la fluorescencia, a pesar del uso de reactivos

retardadores.

El marcaje fluorescente puede emplearse con todo tipo de métodos, directos, indirectos y de puente. La
inmunofluorescencia es una técnica cuantitativa que permite comparar la sefal entre preparaciones similares,
aunque no permite la medida absoluta pues la sefal es muy dependiente de la preservacion morfolégica, la

accesibilidad de los anticuerpos a los lugares antigénicos, etc.

El anticuerpo fluorescente fue adquirido a los laboratorios ScyTek (Utha, E.U.A.) (Ver apéndice). Como
control algunas laminillas no fueron tratadas con el anticuerpo primario. (Véase apéndice para detalles de la

técnica).

GENERACION DE LA RITMICIDAD BIOLOGICA

REGISTRO DEL ERG

Durante los registros fisiolégicos a largo plazo, los acociles usados en el ritmo del ERG se mantuvieron en
condiciones similares al inicio del procedimiento, es decir, fueron anestesiados por frio, se les colocé una base

de corcho pegado al caparazén dorsal con acrilico dental de secado rapido (Nic-ton RV5).

Los animales se sujetaron del corcho por medio de una pinza de fémur y se les introdujo en un acuario,
con el fin de que el agua les cubriera las branquias. El acuario se colocé en una cdmara a temperatura controlada
(16 = 2°C) y oscuridad constante donde se registré en forma individual y durante un tiempo minimo de diez

dias consecutivos, la respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores visuales.

Para obtener la respuestas eléctrica a la luz de los fotorreceptores visuales (electrorretinograma, ERG) se
colocé un semi-microelectrodo de metal, de aproximadamente S5um de didmetro en la punta, a través de la
superficie de la cérnea; el electrodo de referencia se sumerge en el agua (Wiersma y Yamaguchi, 1967). El otro
extremo del electrodo se conecta a un preamplificador GRASS modelo PS22, el que emite un destello de 1.8 lux
de intensidad y |0us de duracién cada 3 minutos; la activacién del fotoestimulador depende de un programa
instalado en una computadora (Pentium, Windows 98). Una vez que el ERG ha sido amplificado, la sefal se envia

a un osciloscopio (Tektronix TDS 460) para cuantificar su amplitud, y en paralelo a una tarjeta analégica-digital
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(MP100 Biopac Systems). Los resultados se almacenan en un programa de software (Agknowledge, Biopac

Systems) para su analisis posterior.

REGISTRO DEL RITMO MOTOR

Los acociles permanecieron dentro de un acuario colocado en una camara de temperatura controlada (16
+ 2°C) y oscuridad constantes donde se registrd, en forma individual y durante un tiempo minimo de diez dia
consecutivos, la actividad motriz espontanea. Bajo un sistema de luz infrarroja y un circuito cerrado de televisién

se registran los movimientos del acocil.

Los desplazamientos de los animales dentro del acuario se grabaron vy se digitalizaron por un sistema de
coémputo (Videomex-V), cada |15 minutos. Los datos sobre la cantidad de movimiento se imprimieron cada 15

minutos.

ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos de cada registro de ritmo del ERG como de ritmo motor fueron manejados en programas de

software (Statgraphics) para medir el periodo (periodograma, Enrigth, 1965).

El periodograma es una técnica estadistica ampliamente usada en cronobiologia que permite la
comparacion de datos y observar la frecuencia con la que estos aparecen. Nosotros utilizamos esta herramienta
para observar las caracteristicas circadianas de una serie de valores que se ajustan entre periodos de 20 a 30
horas en los que son considerados circadianos. Otros aspectos como el cambio de fase, el cambio de periodo o
los histogramas de frecuencia pueden observarse con este instrumento matemdtico antes de la maniobra

experimental y después de la misma (la lesién o la estimulacién luminosa, quimica, etc).

LESION DEL GANGLIO CEREBROIDE

Se utilizaron 41 acociles los cuales fueron anestesiados por enfriamiento. Con un taladro Mototool se
abrié una ventana de 5mm aproximadamente en la regién del exoesqueleto que se localiza sobre el rostrum.
Con unas tijeras muy finas se corté la musculatura superior y con unas pinzas se separé el tejido conectivo,
después de limpiar el area con un algodén, se absorbié el exceso de hemolinfa hasta exponer el ganglio

cerebroide.

Cuando el ganglio estuvo visible bajo la ventana se introdujo una punta de acero inoxidable de 5um de

diametro y se pinché la regién superior, correspondiente al protocerebro del lado izquierdo. Después del
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pinchazo se cerré la ventana colocando el fragmento del caparazén en su sitio y se sellé con acrilico dental. Los

animales se dejaron reposar por algunas horas hasta que recuperaron la movilidad.

Una vez transcurridos algunos dias después de la operacién los animales fueron colocados en condiciones
de registro, en acuarios independientes con temperatura constante (|17°C), y en oscuridad continua se registréd

del ERG o de la actividad locomotriz durante los siguientes cuatro dias.

Después de obtener los respectivos registros, los animales se dividieron en dos lotes; en uno de ellos los
acociles se sacrificaron y se obtuvo el ganglio cerebroide, a fin de tener el control histolégico del lugar preciso
donde se realizé la lesién; en el otro lote, los animales permanecieron en condiciones de reposo y fueron
regresados a acuarios individuales con las condiciones iniciales, donde se les alimenté y cuidé por un periodo de

varias semanas para su recuperacién.

Cuatro a ocho semanas después, los animales del segundo lote fueron regresados a las peceras de registro
donde nuevamente se obtuvo la actividad del ERG o la actividad motriz durante cuatro dias. El proceso se repite
en dos ocasiones mas, es decir a los 30 dias o 60 dias después de la lesion, con la finalidad de observar cambios

en la actividad ritmica de los animales lesionados.

Los resultados obtenidos de estos experimentos se analizaron por medio de un periodograma, el cual
compara la actividad ritmica antes e inmediatamente después de la lesién, asi como a los 30 y 60 dias

posteriores a ella (Enrigth, 1965).

ACCION DE LA HDP COMO SINCRONIZADOR DEL RITMO DEL ERG Y DEL RITMO MOTOR
Para el ritmo del ERG se utilizaron 32 acociles los cuales fueron colocados en acuarios individuales en
condiciones de temperatura (17°C) y oscuridad constantes, a los que se les registré el ERG durante 10 dias

consecutivos.

En el caso del ritmo motor se utilizaron 22 acociles colocados en acuarios individuales en condiciones de
temperatura (17°C) y oscuridad constantes, de los cuales se obtiene la actividad locomotora espontanea

durante 10 dias.
Al quinto dia de registro se inyectd, entre el 5° pereiépodo y el primer pleépodo, una dosis Unica de

HDP. La hormona fue proporcionada por los laboratorios Genemed Systems Inc. (San Francisco, California,

E.U.A) y se utilizé a la concentracién de 1l de una disolucién 1nM disuelta en solucién van Harreveld (vH). La
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inyeccion se aplicé en un momento determinado del dia (hasta cubrir todo el ciclo circadiano) y el registro se

continué durante 5 dias mas.

Este protocolo se repitié en todos los experimentos con la Unica diferencia del momento del ciclo

circadiano de aplicacién de la hormona. En los experimentos control se aplicaba |ul de solucién salina de vH.

El andlisis de los resultados consiste en construir los periodogramas antes y después de la inyeccién de
HDP (o soluciéon vH) en cada experimento y se elaboraban los respectivos histogramas de frecuencia lo que

permite detectar los cambios en el ritmo producidos por la hormona.

Los cambios de fase se midieron manualmente. Midiendo la distancia de un ciclo en su amplitud maxima
(cresta) a la del ciclo siguiente. Esta medida de periodo se continda en los ciclos siguientes como si no se hubiera

aplicado el estimulo hormonal.

El 5° dia después de la inyeccion se comparé la fase esperada (la que se hubiera mantenido de no haber
ningln estimulo) contra la fase observada (la que se muestra ante el cambio de la estimulacién). Las diferencias
entre ambas eran consideradas como atrasos de fase (si la observada aparecié después de la esperada) o

adelantos de fase (si la observada aparecié antes de la esperada).

Con los cambios de fase producidos por la inyeccién de la HDP se construye una curva de respuesta de
fase, misma que muestra en el eje de las ordenadas la magnitud y la direccién de los cambios de fase, atrasos o
adelantos, medidos en el estado estable del ritmo, vs la hora circadiana a la que se aplica la hormona en las

abscisas.
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RESULTADOS

DISTRIBUCION DE LA HDP EN EL SISTEMA NERVIOSO DEL ACOCIL

TALLO OCULAR

En la figura 7 se muestran cortes del tallo ocular tenidos con dos técnicas diferentes que permiten la

inmunolocalizacién e identificaciéon de fibras y células que contienen HDP.

En los fotorreceptores la marca de peroxidasa (fig. 8-b) se encuentra con mayor intensidad, lo que sugiere
que la HDP se concentra sobre los pigmentos accesorios de proteccién. La retina y las fibras nerviosas
provenientes de los fotorreceptores adquieren una tincién palida. Cabe mencionar que hay algunas células que

aunque son grandes Yy llamativas no se tifien ante la anti-HDP.

Con la tincién fluorescente los fotorreceptores se observan claramente con una marca verde brillante y la

distribucién de los pigmentos accesorios a través del cono cristalino es evidente (fig. 8-c).

En la lamina ganglionar se forman dos bandas claras por la accién de los anticuerpos; una banda esta
presente en la parte superior y una mas delgada en la parte media. Los somas en ambas bandas son de diversos
tamanos, algunos grandes de entre | 1.7 Um en promedio y otras mas pequenas de 5.17 um en promedio con
diversas fibras que se proyectan hacia la parte inferior de la l[amina (fig. 9-b). Lo mismo puede observarse en la

marca fluorescente; nétese ademas una gran cantidad de granulos pequenos entre las fibras de la banda (fig. 9-

).

En los primeros cortes realizados en la médula externa se observaron neuronas y fibras que forman un
circulo (figuras no mostradas). Al profundizar los planos de los cortes la distribucién circular cambia y se forman
dos bandas claras, una en la parte superior del neuropilo y otra en la parte central. En estas bandas se aprecian
cuerpos neuronales pequefios de 4.56 Um en promedio y muchas fibras, algunas de ellas conectando a las dos
bandas entre si (fig. 10-b). El mismo patrén de bandas aparecieron en la reaccién fluorescente, pero las fibras se

mostraron mucho mas evidentes incluso conectando los neuropilos de médula externa e interna. (fig. 10-c).

En la médula interna también se observé la distribuciéon de somas y fibras reactivas formando una zona
circular en los primeros planos de corte. Al ahondar en los cortes las fibras forman tres bandas intensas hacia el
interior del neuropilo, una superior, una medial y una inferior. En las bandas pueden observarse nuevamente una
gran cantidad de somas de 4.5 um en promedio y fibras distribuyéndose de modo horizontal y vertical

conectando las franjas reactivas entre si. El mismo patrén se observé con la marca fluorescente (fig. 1 1-ay I1-c).
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En la médula terminal se observan somas y fibras dispersas por todo el neuropilo sin que se diferencie una

distribucion clara entre ellas a excepcién del sistema 6rgano X, el cual es claro en varios cortes (figs. 12-b, 12-cy
I3-a) y la glandula sinusal (fig. |3-c); las fibras del sistema neurohumoral se marcaron con peroxidasa y con el
fluoréforo claramente a un costado de la médula terminal (fig. 13-b, |13-d); estas fibras llegan hasta la glandula

sinusal en la que se encontré una marca muy intensa pero no se observaron somas (figs. 13-c, 14-by 14-c).

Los patrones de bandas en los diferentes neuropilos (lamina ganglionar, médula externa y médula interna)
son tan claros y evidentes que se supuso que podrian ser lugares especificos de sinapsis entre diferentes niveles
de los neuropilos. Para dilucidar si estas zonas granulosas correspondian a contactos sindpticos se llevaron a
cabo pruebas inmunolégicas contra la proteina sinaptofisina. Sin embargo las pruebas demostraron que los

puntos sinapticos estan distribuidos homogéneamente en cada uno de los neuropilos.
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Figura 7: Tallo ocular. (A) Esquema. (B) Micrografia con la reaccion de peroxidasa. (C) Micrografia con la reaccion fluorescente. Se representan los neuropilos y las
células inmunorreactivas a la HDP.

(R) Retina; (LG) Lamina Ganglionar; (ME) Médula Externa; (SG) Glandula Sinusal; (MI) Médula Interna; (MT) Lamina Terminal (OX) Organo-X.
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RESULTADOS ...ttt bbbt FIGURA 8
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Figura 8: (A) Esquema de tallo ocular sefialando la seccion de retina que muestra las células reactivas a la HDP con la reaccion de peroxidasa (B) y con la reaccion
fluorescente (C). Las flechas indican células de gran tamaiio que no fueron reactivas a la HDP y que no han sido descritas .
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Figura 9: (A) Esquema de tallo ocular sefialando la seccion de [amina ganglionar que muestra las células reactivas a la HDP con la reaccion de peroxidasa (B) y con la
reaccion fluorescente (C).
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RESULTADOS ...ttt bbb a e be b FIGURA 10
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Figura 10: (A) Esquema de tallo ocular sefialando la seccion de médula externa que muestra las células reactivas a la HDP con la reaccion de peroxidasa (B) y con la
reaccion fluorescente (C).
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Figura [1: (A) Esquema de tallo ocular sefialando la seccion de médula interna que muestra las células reactivas a la HDP con la reaccion de peroxidasa (B) y con la
reaccion fluorescente (C).
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RESULTADOS ..ottt FIGURA 12

Figura I2: (A) Esquema de tallo ocular sefialando la seccion de médula terminal que muestra las células reactivas a la HDP con la reaccion de peroxidasa (B) y
con la reaccion fluorescente (C).

RESULTADOS FIGURA I3
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Figura I3: (A) Fotografia de células reactivas a la HDP con la reaccion de peroxidasa correspondientes al drgano X inmunoteiiidas con peroxidasa. (B) y (D) Fibras del tracto
organo X-glandula sinusal. (C) Glandula sinusal.
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RESULTADOS ...ttt bbb a e be b FIGURA 14
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Figura 14: Glandula Sinusal del tallo ocular que muestra las células reactivas a la HDP con la reaccién de peroxidasa (B) y con la
reaccion fluorescente (C).
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GANGLIO CEREBRIODE

En un corte de ganglio cerebroide pueden distinguirse distintas secciones (protocerebro, deutocerebro y
tritocerebro) con reacciones al anticuerpo de HDP. El corte se muestra dorsoventral tefido con una reaccién
de peroxidasa y tefido con una reaccién inmunofluorescente (fig. 15). La figura muestra un esquema

representando el nivel aproximado en donde se realizé el corte.

RESULTADOS FIGURA 15

N2

Figura I5: (A) Esquema del ganglio cerebroide (Nivel 2); (B) Fotografias del ganglio cerebroide marcado con la inmunoreaccion con peroxidasa vs.
HDP y (C) marcado con la inmunoreaccion fluorescente vs. HDP.
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En la figura 16 se pueden observar los esquemas de ganglio cerebroide en los que se sefiala la profundidad

del corte (que en este caso seria el nivel |, mas dorsal) y la seccién ilustrada que en este caso corresponde a
protocerebro; aqui se puede observar una marca en varios somas de la parte superior de las fibras del tracto

optico, mismas que aparecen en la parte central del protocerebro (fig. 16-c).

RESULTADOS ...ttt bbb be b FIGURA |6
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Figura 16: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral, nivel I) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de la seccion de
protocerebro marcado con la inmunoreaccion con peroxidasa vs. HDP(C). Notese que las células se proyectan desde el tracto dptico (TO) hacia regiones del puente
protocerebral (PB) y decusan entre el lado derecho e izquierdo.

Al cambiar la profundidad en el nivel del corte del ganglio (nivel 2) las células del protocerebro aparecen
marcadas con peroxidasa en la parte del citoplasma. Las células son de diversos tamafos (desde 7.82 um hasta
13.4 um en promedio) y resaltan algunas de tamafo grande (58 um), que reaccionaron a la tincién fluorescente
(fig. 17-c; 18-cy 19-c). Cabe mencionar que con la tincion fluorescente se aprecian algunas células donde son los

nucleos los inmunotenidos mas intensamente (figs. 19-c y 20-c).

En el tracto 6ptico se observaron marcas claras que corresponden a fibras, aunque en este momento no
puede determinarse la direccionalidad de las mismas. Es obvio que tienen conexiones con centros nerviosos del

protocerebro (figs. 18-c y 20-d).

Las fibras inmunomarcadas aparecen ademas en ambos lados del ganglio y parecen cruzar de un lado al
otro formando una especie de unién entre ambos lados al nivel del neuropilo denominado puente protocerebral
(PB); ademas, el arreglo parece rodear el tracto y el quiasma optico (fig. 17), las fibras provenientes del
neuropilo también se marcan intensamente tanto las internas como las superiores, el tejido laxo que cubre el

ganglio cerebroide reaccioné del mismo modo mostrando cuerpos celulares. Este tejido laxo no se ha reportado
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hasta ahora por lo que no recibe un nombre en particular pero incluyen varias neuronas dentro del

protocerebro (fig. 18-c). Para asegurarnos que este tejido en forma de red perteneciera al sistema nervioso y no
al soporte glial se realizaron pruebas inmunohistoquimicas de identificacion de tejido nervioso con tinciones
especificas para sinaptofisina y tinciones dirigidas a los granulos de Nissl. Los resultados mostraron que esta zona

es de tipo nervioso y que los somas son importantes en la inmunoreaccién a HDP (figuras no mostradas).

RESULTADOS ...ttt a et be b FIGURA 17
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Figura 17: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral; nivel 2) (). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de seccion de
protocerebro marcado con la inmunoreaccion con peroxidasa vs. HDP (C). Notese que las fibras son mas prominentes en el puente protocerebral (PB). Células de
gran tamaiio aparecen en protocerebro (—).

RESULTADOS ...ttt b b ens FIGURA I8

Figura I8: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral; nivel 2) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de
seccion de protocerebro marcado con la inmunoreaccion con peroxidasa vs. HDP (C). Notese que las fibras laxas sobre el protocerebro con
células inmunomarcadas; las flechas indican fibras en la parte del tracto dptico.
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RESULTADOS ...ttt bbb a e be b FIGURA 19
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Figura 19: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral; nivel 2) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de seccion de protocerebro
marcado con |a inmunoreaccion fluorescente vs. HDP (C). Las flechas indican células inmunorreactivas a la HDP. Notese que en el tracto dptico hay fibras que cruzan de
un extremo al otro y ramificaciones del protocerebro.

RESULTADOS ...ttt FIGURA 20
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Figura 20: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral; nivel 2) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de seccion de
protocerebro marcado con |a inmunoreaccion fluorescente vs. HDP donde se muestran células de la parte superior del protocerebro (C). Fibras que conectan
la seccion de tallo ocular con el protocerebro (T0) (D).

49



RESULTADOS GANGLIO CEREBROIDE

En el mismo corte se puede observar un segundo grupo de células inmunomarcadas en la zona de tritocerebro,
se observan grupos de células en la parte superior de los neuropilos de antenas // (AnN) y el grupo central del
neuropilo de antenas mediales (MAN); asi como centros de los neuropilos antenulares laterales (LAN) (fig. 21),

la cantidad de somas y fibras parecen aumentar al profundizar en los cortes mas mediales del ganglio.

Algunas células del tritocerebro de tamafo grande (de 72 um en promedio y algunas de hasta 125 ym de
largo) aparecieron marcadas claramente con granulos en el citoplasma, en la zona correspondiente al neuropilo
antenular I/ (AnN), pero a pesar de la marca intensa, en ninguna célula se marcé el nudcleo; la tincién con

peroxidasa es muy clara y se confirmé con la marca fluorescente (fig. 22 y 23-A).

RESULTADOS ...ttt a e s n et nees FIGURA 21
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Figura 21: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral; nivel 2) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de seccion de
tritocerebro marcado con la inmunoreaccion con peroxidasa vs. HDP (C). Notese que se forman grupos en la parte de tritocerebro, especialmente en los
neuropilos medial antenular (MAN), antenular lateral (LAN) y antenular II (AnN).
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RESULTADOS

Figura 22: Detalle de células ubicadas en tritocerebro. A, B, y C corresponden a diferentes ejemplos tomados
en diferentes cortes pero de la misma franja correspondiente al neuropilo Antenular 11 (AnN). Estas células de
gran tamafio aparecen marcadas con la reaccion con peroxidasa.
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RESULTADOS ..ottt FIGURA 23
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Figura 23: Lona de tritocerebro inmunorreactiva vs. HDP con la técnica de fluorescencia. Las flechas indican células inmunorreactivas del neuropilo antenular I1 (AnN) (A),
y fibras del tracto circunesofagico (TSE) (B).

Conforme los cortes del ganglio profundizan el nivel (nivel 3) aumenta el nimero de somas y fibras
inmunoreactivas contra la HDP en las partes de protocerebro. Lo que puede observarse es que la cantidad de
neuronas parece aumentar en las partes laterales que corresponderian a los neuropilos mediales anteriores
(AMPN), mientras que en la parte central parece disminuir en la parte correspondiente al cuerpo protocerebral

central (CB), rodeando claramente el tracto 6ptico (fig.24).

Otra zona que aparece repetidamente marcada es la zona de tritocerebro. En los siguientes planos (nivel
3) se puede observar a las células del neuropilo de antenas // (AnN) y el grupo del neuropilo antenular media/
(MAN), asi como el neuropilo antenular medial (LAN), donde se define mejor la organizacién de los neuropilos
manteniendo los somas en las partes superiores y las fibras se proyectan a la parte inferior (fig. 25). Cabe
mencionar que muchas células y fibras aparecen en las partes centrales del ganglio conectando regiones del
protocerebro con grupos del deutocerebro y del tritocerebro. Aunque no pudieron seguirse las conexiones

entre una zona y otra se pudieron observar fibras inmunoreactivas entre las secciones.
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RESULTADOS ...ttt bbb a e be b FIGURA 24
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Figura 24: Esquema del ganglio cerebroide (Vista latera; nivel 3) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de seccion de protocerebro
marcado con la inmunoreaccién con peroxidasa vs. HDP (C). N{otese que las fibras ahora forman grupos concentrados en el neuropilo medial anterior (AMPN) y el cuerpo
central (CB).
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Figura 25: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral; nivel 3) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de seccion de tritocerebro
marcado con la inmunoreaccion con peroxidasa vs. HDP (C). Nétese que se forman grupos mas concentrados en el neuropilo medial antenular (MAN), lateral
antenular (LAN) y antenular II (AnN).
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Sin embargo las marcas mas sobresalientes corresponden a las secciones mas ventrales del ganglio
cerebroide (nivel 4), en las cuales cambia la disposicién de los somas vy las fibras del tritocerebro; el neuropilo de
antenas I/ (AnN) muestra sus somas en la parte superior con células intensamente marcadas de tamafios entre 5
hasta 35 um de largo (10 um de largo en promedio) y cuyas fibras se proyectan en dos sentidos uno hacia la
parte inferior del neuropilo (figs. 26-c, 27-b) y otras que corren lateralmente hacia salidas del nervio antenular
(fig. 27-c). Ademas de esta organizacion se puede observar el neuropilo correspondiente al neuropilo antenular
lateral (LAN), donde las neuronas tienen tamafos entre 12 um hasta 66 um de largo (32 um de largo en
promedio) y muestran inmunoreactividad en el citoplasma, incluso se observa una gran concentracién de
granulos en el interior de las mismas. Nétese que a pesar de que las células estan muy marcadas los nicleos no

presentaron inmunoreactividad (fig. 26-c y 27-a).
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Figura 26: Esquema del ganglio cerebroide (Vista lateral; nivel 4) (A). Esquema del ganglio cerebroide (Vista frontal) (B). Microfotografia de
seccion de protocerebro marcado con |a inmunoreaccion con peroxidasa vs. HDP (C). Nétese que aparecen grupos de células de gran tamaiio en lo
que corresponderia a neuropilos lateral antenular (LAN) y fibras en el neuropio antenular (AnN), las regiones del neuropilo antenular medial
(MAN) ahora estan ausentes de células inmunomarcadas.
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Figura  27:  Iona ventral del protocerebro
inmunorreactiva a la HDP con la técnica de peroxidasa.
Amplificacion del neuropilo lateral anterior (LAN) (A);
neuropilo antenular 1l (AnN) (B), y de neuropilo
antenular 1l (AnN) mostrando parte del nervio de
antenulas |1 (C). Las flechas sefialan algunos somas que
puden observarse claramente entre muchas células,
incluso se observan células grandes en el nervio olfativo.

FIGURA 27

En deutocerebro aparecen algunas marcas mas intensas con la reaccion fluorescente que con la reaccion a

peroxidasa revelando algunos detalles en los I6bulos olfatorios (ON) y el neuropilo accesorios (AcN). En las

cercanias de los I6bulos se observan células y fibras inmunoreactivas rodeando los neuropilos, pocas fibras se

proyectan a la parte central pero la superposicién de las mismas produce marcas de fondo (fig. 28-b y 28-c).

RESULTADOS
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Figura 28: Tona de deutocerebro inmunorreactiva a la HDP con tincién con peroxidasa (A) y con tincion fluorescente (B) Las flechas indican células
inmunorreactivas a la HDP en la fluorescencia, que no aparecen en la reaccion con peroxidasa por lo menos claramente. Las fibras reactivas aparecen
alrededor de los I6bulos olfatorios (C).nervio olfatorio (ON); Nervio accesorio (AcN).

FIGURA 28
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SOBRE LA GENERACION DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

LESION DEL GANGLIO CEREBROIDE

En la figura 29-a se muestra el registro de cinco dias, de la respuesta eléctrica a la luz (ERG) obtenido para
un acocil control mantenido en condiciones constantes de temperatura (17° C) y oscuridad (OO), en la cual se
observa una actividad regular normal durante los cinco dias de registro, con maximos a las 12 de la noche, como

corresponde a un animal nocturno y un periodo de 24.8 horas (figs. 29-b y 29-c).
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Figura 29: Registro del ERG de un acocil en condiciones de temperatura (16 °C) y oscuridad constante (A). EI periodograma representativo de la
conducta circadiana es de T =24.8 horas (B). También se muestra el histogramas de frecuencia representativo de la conducta circadiana (C).
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En la parte inferior se muestra un registro de 3.5 dias, de la actividad motora espontanea (Ritmo motor)

obtenido de un acocil control en condiciones de temperatura (17°C) y oscuridad continua (OO), en el cual se

observa una actividad regular normal con méaximos a las 12 de la noche, como corresponde a un animal

nocturno (fig. 30-a), aunque el periodo endégeno cambia la fase hacia el final del registro, con un periodo de 21

horas (fig. 30-b y 30-c).
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Figura 30: Registro del ritmo motor de un acocil en condiciones de temperatura (16 °C) y oscuridad constante (A). El periodograma
representativo de la conducta circadiana es de ©=2I horas (B). También se muestra el histograma de frecuencia representativo de la
conducta circadiana (C).
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En la figura 31-b se muestra un registro de tres dias de la actividad locomotora obtenido de un acocil con el

ganglio cerebroide lesionado. Se observa una actividad irregular y donde no aparece ninglin patrén circadiano,
esto debido a una lesién en el ganglio cerebroide, ocasionada por la puncién de una aguja metdlica en el
protocerebro (fig. 31-a). En la parte superior se muestran el periodograma y el histograma de frecuencia (figs.

31-cy 31-d) que muestra una gran dispersién en los valores de frecuencia.
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Figura 31: Ganglio cerebroide del acocil al cual se le registro el ritmo locomotor. La zona marcada muestra la puncion de una punta metalica en el protocerebro (A).
Registro del ritmo motor de un acocil lesionado y colocado en condiciones de temperatura (16 °C) y oscuridad constante (B). Periodograma t = 31.9 horas (C).
Histograma de frecuencia (D).
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En la figura 32-b se muestra un registro de cuatro dias obtenido de un acocil lesionado en el ganglio cerebroide
(protocerebro). Se pueden observar caracteristicas similares a la figura anterior, excepto que es un ritmo de
amplitud del ERG, donde a pesar de que no se pueden identificar oscilaciones de tipo circadiano, si se pueden
observar oscilaciones de alta frecuencia. En la parte superior se muestra la microfotografia del ganglio lesionado
por la puncién de una aguja metalica en el protocerebro (fig. 32-a). El periodograma y el histograma de
frecuencia se representan en las figuras 32-c y 32-d respectivamente. Nétese la dispersion en los valores de

frecuencia.
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Figura 32: Ganglio cerebroide del acocil al cual se le registrd el ritmo de amplitud del ERG. La zona marcada muestra la puncién de una punta metalica en
el protocerebro (A). Registro del ritmo del ERG de un acocil lesionado y colocado en condiciones de temperatura (16°C) y oscuridad constante (B).
Periodograma T= 21.3 horas (C). Histograma de frecuencia (D).
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En la figura 33-a podemos observar un ejemplo de un acocil registrado durante cuatro dias de actividad

motriz espontanea, el cual, ante la lesién del ganglio cerebroide pierde la capacidad de movimiento ritmico

circadiano. En la parte inferior (fig. 33-b) tenemos al mismo animal tres meses después de la lesién, registrado

durante 7 dias y ahora se puede observar una débil oscilacién de caracteristicas ultradianas. El periodograma y el

histograma de frecuencia (figs. 34-b y 34-c), muestran una dispersion de los valores muy alta con un maximo de

periodo hacia las 19 hrs. Tres meses después el periodo es muy disperso moviéndose entre las 18 y las 25.4

horas (figs. 34-e y 34-f). También se presenta la fotografia del ganglio cerebroide y el lugar donde se punzé con

la aguja en azul (fig.34-a), y la la fotografia de la posible reconexién de fibras. Aunque alin no hay nuevas

conexiones parecen ser suficientes para que emerja un ritmo ultracircadiano (fig. 34-d).
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Figura 33: Registro del ritmo motor. Animal recién lesionado (A), y recuperado después de 3 meses (B).
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En todos los casos en que se realizé la lesién del ganglio cerebroide se observé una pérdida de la actividad
circadiana, es evidente que la puncién fue suficiente para hacer perder la actividad periédica; sin embargo, fue
sumamente dificil mantener vivos a los animales de experimentacién una vez que estuvieron lesionados, lo
agresivo de la maniobra experimental sélo permitié que algunos animales (n=>5) sobrevivieran hasta dos meses
después de la lesion, tiempo en el que fueron registrados nuevamente y se pudo observar una leve oscilacion. En
algunos casos las oscilaciones eran de alta frecuencia (ultradianas) y en otros de frecuencias amplias (infradianas)
sin que pudiera verse un patrén claro en el periodograma; solamente un acocil (n=1) sobrevivi6 3 meses

después de la lesion sin que se viera mayor ajuste circadiano.
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Figura 34: Fotografia del ganglio cerebroide de un acocil recién lesionado (A). Periodograma t = 19 horas (B) y T = 25.4 horas (E) e
Histogramas (Cy ) de los registros mostrado en la figura anterior. Después de la lesion (arriba) y tres meses después de la lesion (abajo).
Fotografia de la zona de lesion del protocerebro de un segundo acocil donde se muestran algunas reconexiones en el tejido.
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En la figura 35 se muestra un esquema resumen de la actividad realizada antes, después de la lesién y
después de |2 semanas de recuperacion del ganglio cerebroide. La actividad locomotora se presenta con
regularidad al igual que la actividad del ERG antes de la puncion (fig. 35-a); al realizarse una puncién en el ganglio
cerebroide con una aguja en la zona marcada en el esquema, la actividad ritmica motora y de amplitud del ERG
desaparece (fig. 35-b), y al cabo de tres meses aparece nuevamente una actividad organizada de manera ciclica

(aunque no circadiana) (fig.35-c).
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Figura 35: Resumen del efecto de una lesion en el ganglio cerebroide (protocerebro) sobre el ritmo circadiano de amplitud del ERG (linea continua) y del
ritmo motor (linea discontinua). Antes de la lesion (A); al lesionar la zona marcada en el esquema, los ritmos desaparecen (B); después de algunas
semanas la actividad ritmica comienza a emerger aunque no con caracteristicas circadianas.




RESULTADOS SINCRONIZACION
SINCRONIZACION DE LA RITMICIDAD BIOLOGICA

CURVAS DE RESPUESTA DEL RITMO DEL ERG

En la grafica de la figura 36-a se muestra el ritmo circadiano de amplitud de ERG de un acocil adulto
colocado en condiciones constantes de oscuridad (OO) y temperatura (16°C). El eje de las ordenadas muestra
el voltaje producido por las células fotorreceptoras ante un destello de prueba de |.8 lux de intensidad y 10 us
de duracién, en el eje de las absisas se muestra el tiempo externo. Los picos de maxima actividad se presentan
en este caso hacia las 24 horas. En este caso el animal registra un periodo circadiano de 25.7 horas (fig. 37-b). El
quinto dia del experimento se aplicé una dosis de Il de HDP (I nM) (indicado por la flecha), en este caso a las
18 horas circadianas. Puede observarse un pequeiio transitorio y la consecuente recuperacién del ritmo. Las
barras de arriba indican la posicién en que la fase se hubiera esperado el punto mas alto si la hormona no se
hubiera aplicado. Note que la aplicacién de la HDP produce un cambio de fase correspondiente a un adelanto
(con respecto a lo esperado), de 11.2 horas, (indicado por la linea punteada). En la parte superior derecha se
presenta el periodograma de los ciclos después de la aplicacién de la sefal quimica. En este casos el periodo es

similar al presentado antes de la inyeccién de HDP (26.6 horas) (fig. 36-b y fig 36-c).
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Figura 36: Ritmo Circadiano del ERG con HDP; con adelantos de fase (&= 9 horas). En la parte superior se muestran los
periodogramas antes y después de la aplicacion de la hormona.
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La figura 37-a muestra un ritmo circadiano de amplitud del ERG de un segundo acocil colocado en
condiciones idénticas al ejemplo anterior. Como en el primer ejemplo, el quinto dia del experimento se inyectd
una dosis de Il de HDP (InM) (indicado por la flecha), pero en este caso hacia las |2 horas circadianas.
También se observé un pequefio transitorio y la recuperacién del ritmo. Las barras de arriba indican la posicién
en que la fase se hubiera esperado durante su punto maximo si la hormona no se hubiera aplicado. Note que la
aplicacién de la HDP produce un cambio de fase, (ahora se trata de un atraso de fase con respecto a lo
esperado), de 12 horas, (indicado por la linea punteada). En la parte superior izquierda y derecha se presentan
los periodogramas de los ciclos antes y después de la aplicacién de la sefial quimica. En ambos casos los periodos

predominantes son de 24 y 22.8 horas respectivamente (fig 37-b y 37-c).
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Figura 37: Ritmo Circadiano del ERG con HDP; con atrasos de fase (& =-12 horas). En la parte superior se muestran los
periodogramas antes y después de la aplicacion de la hormona.
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Estos experimentos se hicieron en diferentes tiempos (todas las horas circadianas) hasta cubrir el ciclo completo

de 24 horas, esta maniobra tuvo por objeto conocer si la sensibilidad del sistema ante el estimulo (una dosis
Unica de HDP) cambia de acuerdo con la hora del dia, lo que de presentarse sugiere la accion de un estimulo
quimico sobre los osciladores responsables del ritmo del ERG. Asi los osciladores mostrarian cambios en su
velocidad expresados como adelantos o atrasos de la fase del ritmo una vez que éste hubiera recuperado su

estado estable, alterado inicialmente a consecuencia de la estimulacién aplicada.

Los resultados de los 24 experimentos del ritmo del ERG que cubrieron el ciclo de 24 horas, se reunieron
en una curva de respuesta de fase mostradas en la figura 38. Aqui se observan diferentes zonas de atrasos y de
adelantos de acuerdo con la hora del dia. Entre las CT 14 y la CT 7 circadianas hay un claro periodo de

adelantos de fase, mientras que de las CT 8 a las CT 12 circadianas lo que se manifiestan son atrasos de fase.
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Figura 38: Curva de respuesta de fase del ritmo circadiano del ERG con HDP; en el eje de las absisas se muestran las horas circadianas y
en el eje de las ordenadas se observan los adelantos y atrasos de fase. Ademas se compara la curva de respuesta de fase del mismo ritmo
con estimulos luminosos presentada por Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio (1995).
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RESULTADOS SINCRONIZACION
CURVAS DE RESPUESTA DEL RITMO MOTOR

En la gréfica de la figura 39-a se muestran los cambios en la actividad locomotora espontanea de un acocil
adulto grabado durante 10 dias en oscuridad (OO) y temperatura constante (16°C). El eje de las ordenadas

muestra la cantidad de movimiento por area recorrida; el eje de las absisas muestra el tiempo externo.

Los méaximos de actividad se presentan durante la noche, lo que expresa la actividad circadiana propia de
un organismo nocturno, aunque pueden observarse ligeros desplazamientos debido al periodo endégeno del

acocil.

El quinto dia del experimento se inyectd entre el quinto pleépodo y el primer pereiépodo una dosis de
Il de HDP (1 nM) (indicado por la flecha), hacia las 18 horas circadianas. En este caso no es evidente una onda
transitoria mas bien puede observarse una disminucién en la cantidad de movimiento general del acocil sin que
se viera modificado sustancialmente el periodo aunque si la fase. La fase habria permanecido en su punto
maximo en ausencia de HDP donde indican las barras superiores (fase esperado) pero se observa un retraso de

9 horas marcado por la linea punteada (fase observada).

Los periodogramas correspondientes a los ciclos antes y después de la aplicaciéon de la senal quimica se
muestran en la parte superior indicando un cambio minimo en el periodo; 22.2 horas como maximo antes de la

senal quimica (fig. 39-b) y de 20.6 horas después de la senal quimica (fig. 39-c).
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Figura 39: Ritmo circadiano del ritmo motor con HDP; con atrasos de fase (&= -3 horas). En la parte superior del grafico se
muestran los periodogramas antes y después de la aplicacion de la hormona. 66
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RESULTADOS SINCRONIZACION

En la parte inferior se muestra un segundo ejemplo del ritmo de la actividad locomotora espontanea (fig. 40-a)

de un acocil grabado en idénticas condiciones durante 10 dias. El quinto dia del experimento se inyecté una
dosis de Iyl de HDP (InM) (indicado por la flecha), hacia las 2 lhoras circadianas. En este caso es evidente una
onda transitoria breve y de nuevo una disminucién en la cantidad de movimiento general del acocil y un cambio
en la regularidad de las ondas, sin embargo el cambio de fase es evidente manifestandose un adelanto de 2 horas
en su punto maximo (barras superiores continuas y punteadas; fase esperada y fase observada respectivamente).
El periodo se mantiene estable como lo muestran los periodogramas en la parte superior de la grafica, 23 horas

antes (fig. 40-b) y después de la aplicacién de HDP (fig. 40-c).
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Figura 40: Ritmo circadiano del ritmo motor con HDP; con adelantos de fase (& = 12 horas). En la parte superior se muestran
los periodogramas antes y después de la aplicacién de la hormona.
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RESULTADOS SINCRONIZACION

Los resultados de los |8 experimentos de ritmo motor que cubrieron el ciclo de 24 horas, se reunieron

en una curva de respuesta de fase mostrada en la figura 40 para actividad locomotriz.

La figura 40 muestra diferentes zonas de atrasos y de adelantos de acuerdo con la hora del dia. Entre las
CT 3y la CT 8, asi como entre las CT 19 y las CT 22 horas circadianas hay un claro periodo de adelantos de

fase, mientras que entre las CT 10 alas CT I8 y de las CT 23 ala CT 3 se manifiestan atrasos de fase.

Este tipo de curva es conocida como de tipo bimodal, es decir, se observan dos claras zonas de adelantos
y otras dos zonas de atrasos. Una comparacién entre esta curva y la que fue obtenida con la aplicacién de
estimulos luminosos tnicos (Viccon-Pale y Fuentes-Pardo, 1994) refuerza la idea de que la hormona dispersora
del pigmento modifica la organizacién de los osciladores que subyacen a la generacién y expresién del ritmo
circadiano motor. Es de especial interés que ambas curvas son bimodales y mas aln parecen coincidir los

tiempos de adelantos y atrasos de fase.
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Figura 41: Curva de respuesta de fase del ritmo circadiano locomotor con HDP; en el eje de las absisas se muestran las horas circadianas y en el eje de las
absisas se presentan los adelantos y atrasos de fase. Ademas se compara la curva de respuesta de fase del mismo ritmo con estimulos luminosos presentada
por Viccon-Pale y Fuentes-Pardo (1998).

66



DISCUSION TALLO CCULAR
DISCUSION

LOCALIZACION DE LA HDP EN EL SISTEMA NERVIOSO DEL ACOCIL

TALLO OCULAR
La HDP proporcionada por los laboratorios Genemed Systems resulté adecuada tanto para detectar la
presencia de la hormona, como su accién sincronizadora de tipo no luminoso en los ritmos circadianos de

respuesta a la luz y motor.

La amplia distribucién de la HDP en el sistema nervioso del acocil, en particular en el tallo ocular y el
ganglio cerebroide, fue evidenciada por el gran nimero de marcas inmunorreactivas ante la presencia de suero
anti HDP que se localizaron lo mismo mediante reacciones fluorescentes que con peroxidasa, en las

preparaciones de estas dos estructuras.

Al ser seccionado el tallo ocular, los pigmentos retinianos accesorios, en particular el pigmento distal,
tienden a dispersarse a lo largo del eje mayor de la omatidia, lo que lleva a ésta al estado de adaptacién a la luz el
cual se alcanza gracias a la accién de la HDP. En consecuencia, uno de los aspectos mas caracteristicos de los
cortes de ojo es la presencia de HDP delineando con gran precisién a los conos cristalinos de la omatidia (Fig.

7).

En las regiones del tallo ocular es notable la amplia distribucién de HDP en el tallo ocular. La presencia de
marcas inmunorreactivas a la hormona en la lamina ganglionar, la médula externa y la médula interna nos sugirié,
inicialmente, que en esas zonas se establecerian contactos siniptico entre las fibras productoras de HDP, sin
embargo, al aplicar tinciones especificas para sinaptofisina se observé que las marcas sinapticas estan distribuidas
uniformemente en todo el neuropilo (lamina, medula externa, interna terminal), y no coinciden con las fibras

HDP-érgicas. (datos no mostrados)

Debido a que la HDP es una sustancia fuertemente implicada en la organizacién de los sistemas
circadianos, las tinciones se hicieron en distintos momentos del ciclo de 24 horas con la finalidad de observar
cambios en los niveles de tincién o cambios en los patrones de distribuciéon. No obstante, sin importar la técnica
usada o la hora del dia, no se encontraron cambios en la intensidad de la marca ni en la distribucién de las fibras

(datos no mostrados).

El nimero de fibras y de somas que presentan reaccién a la HDP es, en Procambarus clarkii, mucho mas
elevado que en otras especies de crustaceos e insectos (Mangerich y cols., 1987; Nassel y cols., 1991). La HDP
dentro de los neuropilos muestra que las fibras que la contienen forman circunferencias y se distribuyen en

forma de capas. En la lamina ganglionar, por ejemplo, es notable la presencia de grandes somas y fibras
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inmunoreactivas a HDP que proyectan hacia la region superior e inferior (fig. 8), mientras que en las médulas
externa e interna la distribucién de las marcas inmunorreactivas se presenta en somas pequefos y fibras que van
al interior del neuropilo (fig. 9 y fig. 10). Esta distribucién es muy similar a la que encuentran otros autores en
Carcinus maenasy Orchonectes limosus quienes inclusive la propusieron como tipica de los crustaceos (Keller y

cols., 1985 a, b; Mangerich y cols., 1986).

También suponen que las fibras reactivas a HDP estan cumpliendo una funcién neurosecretora, ye que
estan ampliamente distribuidas, posiblemente la gran cantidad de fibras modifiquen la funcién sinaptica, actuando

como un neuromodulador o neurotransmisor local.

OBSERVACIONES EXTRAS

Otro aspecto de la organizacién estructural del tallo ocular que resulta interesante es la presencia de
células de gran tamano (20- 25 um de diametro) que se ubican entre las fibras de la retina (fig. 7-b). Sus cuerpos
circulares no parecen tener proyecciones o axones hacia ninguna otra fibra y tampoco fueron reactivas a la
HDP. Sélo podemos afirmar que son neuronas debido a su reaccién positiva con la sinaptofisina y que son muy
similares a las neuronas reactivas a corazonina que fueron reportadas por Porras y cols., en 2003 en los corpora

cardiaca de algunos insectos.
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GANGLIO CEREBROIDE

La amplia distribucion de HDP que encontramos en el ganglio cerebroide sugiere al menos dos
posibilidades que no se excluyen entre si:
I. Ladistribucién de HDP por circulaciéon general impregna al sistema nervioso.
2. La HDP actla en esta regiéon como neurotransmisor y como neuromodulador.
Debe, sin embargo, hacerse notar que en un acercamiento mas cuidadoso a los resultados obtenidos, se
comprueba que las marcas inmunorreactivas a HDP son mas intensas en protocerebro y tritocerebro que en

deutocerebro (fig. 15).

En la zona del protocerebro conocida como cumulo protocerebral se encontraron células que mostraron
una intensa reaccién anti-HDP (fig 17, 19 y 20-c). En su interior, se observaron granulos reactivos a la marca de
peroxidasa, asi como algunos ntcleos con la marca fluorescente. Dados los reportes de otros autores acerca de
la existencia de células que en forma ritmica producen HDP (la cual ha sido reconocida como la expresién de un
reloj circadiano), se sugiere fuertemente la posibilidad de que estas células, que en el acocil sintetizan HDP, sean

la regién del sistema nervioso del acocil en la que se ubicaria el marcapaso circadiano.

Un poco mas arriba del puente protocerebral se encuentra una regién de tejido laxo que muestra gran
reactividad ante la HDP (fig. 18). En esta regién se demostré la presencia no sélo de células gliales y vasos
sanguineos como era de esperarse de acuerdo con su aspecto general, sino también, y de manera importante,

de células reactivas a la sinaptofisina y en las que se tifieron granulos de Nissl; es decir, de neuronas.

En algunos cortes de estas regiones se comprobé la presencia de fibras provenientes de los tractos
oculares que proyectan a los centros integradores visuales del protocerebro (fig. 18) los que a su vez conectan
con células del cimulo protocerebral (figs. 17 y 20-d). Estos hechos apoyan la posibilidad de que el oscilador
propuesto en el tallo ocular, responsable en buena medida del ritmo circadiano de respuesta a la luz (ERG) de
los fotorreceptores visuales (Sanchez y Fuentes-Pardo, 1977), interactie con un oscilador en protocerebro

seguin ha sido sugerido por algunos autores (Moreno-Saenz y cols., 1992; Hernandez y Fuentes-Pardo, 2001).

Se puede también observar como algunas fibras proyectan a la regién contralateral del protocerebro, lo
que apoya la posibilidad de interdependencia entre las regiones derecha e izquierda de las estructuras del
protocerebro responsables de la generacién de los ritmos circadianos. Vale la pena enfatizar que esta
interdependencia daria sustento a la regulacién de la actividad circadiana en el acocil (Moreno-Saenz y cols.
1992, Barrera-Meray Block, 1990).

El deutocerebro mostré poca reactividad al anticuerpo contra-HDP. Las marcas obtenidas son mas

notorias con la fluorescencia que con la peroxidasa, presentandose principalmente en los somas de los I6bulos
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olfatorio y accesorio. Aunque hay fibras que proyectan hacia las regiones centrales del ganglio cerebroide se
desconoce si hay o no entrecruzamiento con la regién contralateral o si proyectan hacia proto o tritocerebro.
En cualquier caso, lo que se puede afirmar es que la HDP de esta regiéon no desempefa ningiin papel en la
organizacién de los sistemas circadianos, ya que en experimentos de ablacién del deutocerebro no se observa

efecto sobre la actividad circadiana (Verde y Fuentes-Pardo. en preparacién).

Por lo que se refiere al tritocerebro, se encontré inmunorreactividad a la HDP en el neuropilo medial
anterior (MAN) y en el neuropilo lateral anterior (LAN) (fig. 21, 23 y 25). Es de notarse la ausencia de fibras de
interconexién asi como la presencia en ambas regiones de granulos reactivos a la HDP dentro del citoplasma y

no dentro del nicleo de las células (fig. 22), lo que sugiere que en tritocerebro las células acumulan HDP.

Debido a la gran cantidad de cortes, tinciones y de experimentos realizados, se pudieron hacer inferencias
tridimensionales en algunas regiones del ganglio cerebroide, ain de modo parcial, podemos proponer que la
organizacién de las fibras y neuropilos con inmunorreactividad a la HDP, tienen interconexiones entre las
regiones izquierda y derecha, ademas hay fibras que se desplazan entre las regiones dorsal y ventral (figs. 16, 17

y 24).

Podemos inferir que las fibras primero comunican los lados derecho e izquierdo del ganglio y que al ir
profundizando, la comunicacién lateral cambia a grupos de células estables, que incluso rodean los tractos
opticos pero no los penetran, luego muchas de esas fibras descienden teniendo contacto con deutocerebro y
con tritocerebro para continuar a traves de las comisuras circunesofagicas hacia otros ganglios, posiblemente el
estomatogastrico (donde la hormona controlaria o modificaria los ritmos masticadores) y luego a otros ganglios
toraxicos (donde modificaria los ritmos locomotores). Tritocerebro también tiene una organizacién similar
mostrada en grupos aislados que luego se conectan (figs. 21, 23 y 25) interconenctando centros de LAN y MAN

para luego proyectarse hacia la parte posterior (figs. 26 y 27).

Podemos describir y suponer conexiones aferentes o eferentes entre los diversos érganos como son el
tallo ocular y el protocerebro, podemos sugerir modificaciones quimicas o eléctricas entre los diversos
neuropilos del ganglio cerebroide, podemos observar la compleja interaccién celular entre los diferentes planos
inferior y superior ventral y dorsal asi como el izquierdo y el derecho; pero es evidente que falta aiin mucho por
conocer en lo que respecta a la organizacién del sistema responsable de la produccién, acumulacién, liberacién y
transporte aferente y eferente de la hormona dispersora del pigmento en el ganglio cerebroide de Procambarus

clarkii.
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LESION DEL GANGLIO CEREBROIDE

Tomando como base, la organizacién estructural descrita anteriormente que muestran las células y fibras
con actividad inmunorreactiva a la HDP, y por otro lado, tomando los antecedentes que se refieren a la
participacion del protocerebro en la generacién de la actividad circadiana en el acocil (Hernandez y Fuentes-
Pardo, 200I), procedimos a realizar experimentos de lesién en regiones especificas del protocerebro.
Sometimos a los animales en registros de largo plazo del ERG y de la actividad locomotriz, una vez que se
hubieran recuperado de los efectos de la manipulacién quirdrgica. Los registros iniciaron el segundo dia
posterior a la lesion, a los 30 dias después de la lesion y a los 90 dias después de la lesion y las diferencias que se
observaron en cada condicién sélo expresan el diferente grado de recuperacién del correspondiente ritmo de

acuerdo con el tiempo transcurrido después del dafo en el protocerebro (figs. 31, 32,y 33).

Entre los sintomas que mostraron los animales durante la operacién, destaca la pérdida del equilibrio que
sigue inmediatamente a la lesiéon y que desaparece paulatinamente en los siguientes dias hasta que los acociles

recuperan nuevamente la verticalidad y el movimiento ambulatorio normal (datos no mostrados).

Se podria argumentar que la pérdida de la actividad circadiana se debe a lo agresivo de la lesién o a la
pérdida del equilibrio y no a la destruccién de grupos neuronales especificos relacionados con la generacion de
tal actividad. Sin embargo, la destruccién masiva de otras regiones del ganglio cerebroide como el deutocerebro,
donde se ha extirpado por completo el ganglio olfatorio (datos no mostrados), no afecta el equilibrio de los
animales mas alla de unas cuantas horas y no se modifican las caracteristicas esenciales del ritmo circadiano de
respuesta a la luz (Verde y Fuentes Pardo, en preparacién). En éste caso la puncién aunque es agresiva no es de
las mismas dimensiones que las realizadas en deutocerebro, recuperando la verticalidad y perdiendo el ritmo del

ERG y el motor.

Un aspecto que vale la pena mencionar acerca de los registros de los ritmos del ERG y motor obtenidos a
distintos tiempos posteriores a la lesion del protocerebro se refiere a la presencia de oscilaciones muy
irregulares y de alta frecuencia. Conforme transcurre el tiempo, hay una clara y progresiva reduccién de estas
dos caracteristicas hasta obtener, pasadas 9 6 12 semanas, registros mucho mas parecidos a los de los animales

intactos (fig. 33).

Las oscilaciones irregulares y de alta frecuencia se han interpretado como la expresién de la falta de
acoplamiento entre algunas de las estructuras que forman parte de un determinado sistema circadiano. Asi, por
ejemplo, se ha encontrado que durante la ontogenia de los ritmos del ERG y motor, aparecen muy pronto estas
oscilaciones y, poco a poco, van cediendo el paso a otras de frecuencia mas baja y con forma mas regular hasta

llegar a las de tipo circadiano (Fanjul-Moles y cols., 1992; Lara-Aparicio y cols., 1993; Fuentes-Pardo y cols.,
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2001). Algo similar sucede en experimentos en los que se registran estos mismo ritmos pero de animales que

han sido lesionados en alguna estructura determinada asi como en registros de largo plazo de estructuras
aisladas, (Sanchez y Fuentes-Pardo, 1977; Hernandez-Falcén y cols., 1987, Moreno-Saenz y cols., 1987;
Moreno-Saenz y cols., 1992). Es posible que en estos casos, los sistemas que operan en etapas tempranas del
desarrollo, esten actuando solamente los sistemas nerviosos (ya que no se han desarrollado aln los complejos
hormonales) (Hafner y Tokarski, 1998). En sistemas en los que se han producido cierto tipo de lesiones o en
estructuras aisladas, las oscilaciones de alta e irregular frecuencia sean la manifestacién de la falta de integridad
entre el sistema nervioso y los sitemas hormonales, e incluso con neuronas neurosecretoras o productoras de
algln neurotransmisor, neuromodulador o alguna neurohormona (HDP), inclusive de una proteina generadoras
de ritmos (Per). Cabe también la posibilidad de que la aparicién del ritmo circadiano sea el efecto orquestado de
la aparicion de diferentes ritmos que al estar en un cierto ciclo puedan acoplarse y sumar sus diferentes
frecuencias para generar una oscilacién de caracteristicas circadianas. En los experimentos de lesién y de
estructuras aisladas se esperaria que se mantuviera este tipo de oscilaciones de alta frecuencia por algin tiempo

si es que se tuviera un oscilador secundario, esclavo o independiente.

En otras especies se han llevado a cabo experimentos de lesién de células inmunorreactivas a HDP y su
efecto sobre la generacién de ritmos circadianos; algunos autores han propuesto la existencia de un generador
circadiano relacionado con la HDP en la mosca Drosophila melanogaster, el cual estaria organizado en pequeiios
grupos de células del cerebro denominadas “neuronas /aterales” responsables de la sintesis de la proteina PER.
La desaparicién de estas células conlleva a la desaparicién de un comportamiento ritmico. (Dushay y cols., 1989;
Zerr y cols., 1990; Hardin y cols., 1992b; Helfrich-Foérster y Homberg en 1993). Helfrich-Forster y Homberg
(1991) estudiaron esta regién del cerebro en Drosophila y encontraron que la inervacién de las neuronas
inmunorreactivas a la HDP, conforma todo un neuropilo denominado “médula accesoria”. Los autores
modifican genéticamente a las moscas cuyas fibras inmunorreactivas a la HDP se distribuyen principalmente en
la médula accesoria del ganglio cerebroide y el protocerebro y que desaparecen casi en su totalidad
produciendo animales arritmicos, hecho que ha sido interpretado en el sentido de que estas fibras tienen un
papel importante en la generacién de ritmos (Helfrich-Forster y Homberg, 1993). En otra serie de
experimentos, algunos autores han obtenido diversas mutaciones en insectos, en los que las manipulaciones a
células inmunorreactivas a HDP han modificado y anulado ritmos motores o de eclosién (Helfrich-Forster, 1998;

Park y Hall, 1998; Renn y cols., 1999).

Hay otro tipo de lesiones que ha arrojado valiosa informacién sobre las fibras inmunorreactivas a la HDP.
Al cortar fibras inmunorreactivas a HDP y sus comunicaciones con los Iébulos épticos y los centros nerviosos en
la cucaracha Leucophaea maderae; Stengel y Homberg (1994) demostraron que los grupos celulares que se

encuentran entre la regién de la médula y la lamina &ptica son los responsables de la actividad ritmica
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locomotora de la cucaracha; después de la lesiéon, muchas de las fibras generan nuevas conexiones y aunque el

reacomodo de las fibras se vuelve practicamente cadtico, hay ciertos patrones que se conservan y una nueva y
marcada inervaciéon aparece en el protocerebro. A esta reconexién sigue la recuperacién de la ritmicidad
perdida. En el caso de la cucaracha, las fibras lesionadas aumentan el nimero de dendritas cubriendo mayor
superficie de forma un tanto cadtica, pero la aparicién de fibras supernumerarias en uno de los extremos del

protocerebro puede generar periodos mayores a 24 horas. (Stengel y Homberg; 1994)

Trabajos de Reisching y Stengl (2003) han permitido avanzar en el conocimiento de los mecanismos que
subyacen a la organizacién del marcapaso de la cucaracha Leucophaea maderae. Al trasplantar la médula
accesoria (la cual contiene neuronas y fibras inmunorreactivas a la HDP), de una cucaracha, a otra que mostraba
un periodo circadiano diferente a la del donador, se logré la restitucion de la actividad con el periodo del
donador. Se sabe también que las fibras que provienen de la médula accesoria donadora tienen proyecciones
importantes al protocerebro lo que indica que se requiere forzosamente de una comunicacién entre el I6bulo

optico y el centro integrador del protocerebro para la generacién de la actividad circadiana.

Un criterio poderoso en la determinacién de un marcapaso circadiano es la posibilidad de mantener a la(s)
estructura(s) propuesta(s) como generadora(s) del ritmo considerado, en registros in vitro. Durante mucho
tiempo se han llevado acabo intentos de obtener registros /in vitro de células nerviosas de acocil, sin que a la
fecha se haya tenido alglin éxito. Una aproximacion al estudio del ganglio cerebroide in vitro fue realizada por
Hernandez y Fuentes-Pardo (2001). Los autores propusieron un sistema semi-aislado del ganglio cerebroide,
registrando diferentes zonas del ganglio cerebroide en condiciones casi incomunicadas. Los autores concluyeron
que el sistema semi-aislado proporciona evidencia de que el ganglio cerebroide tiene presentes generadores

circadianos y que estan relacionados con los ritmos de potenciales espontaneos y potenciales provocados.

Petri y Stengel (1999) intentaron obtener cultivos primarios de células reactivas a la HDP aisladas del
protocerebro de la cucaracha. Ain cuando no lograron detectar una produccién oscilante de HDP en el bano de
cultivo, los autores encontraron diferencias anatémicas en el grosor de axones asi como en el nimero es espinas
dendritricas entre los distintos tipos de neuronas que forman el complejo y entre el nimero y consistencia de

los granulos contenidos en las células.
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SINCRONIZACION DE LOS SISTEMAS CIRCADIANOS

La sincronizacién de los sistemas circadianos es la propiedad de éstos de ajustar el periodo natural de su
oscilacién al periodo de alguna sefal externa bien establecida. La sefal a la que se ajustan con mayor facilidad los
sistemas circadianos es, con mucho, la de la alternancia dia noche o su homdlogo experimental, la relacién luz
oscuridad con periodos de |12 horas de luz seguidos de |12 horas de oscuridad (L:O 12:12). Es evidente que la
base de los mecanismos que hacen posible el ajuste de un periodo en oscilacién libre (de valor cercano a pero
diferente de 24 horas) a un periodo de exactamente 24 horas, radica en una sensibilidad a la luz, de parte del

marcapaso, que cambia poco a poco a lo largo de las veinticuatro horas del dia.

Inicialmente, se pensé que los ritmos circadianos sélo eran capaces de ser sincronizados por la luz.
Tiempo después, sin embargo, se establecié el concepto de “sincronizacién por estimulos no luminosos” en
alusién a la posibilidad de los ritmos circadianos de responder en forma diferencial a la presencia de muchas

otras formas de estimulacion como las de tipo quimico, alimenticio, social o de temperatura.

Los ajustes de un periodo circadiano de un sistema en oscilacién libre, al periodo de una sefal externa de
24 horas, se logran por medio de cambios sucesivos de la fase del ritmo circadiano en oscilacién libre cuando es
estimulado con sefales Unicas aplicadas en distintos momentos de la oscilacién. Los primeros trabajos sobre el
particular los llevé a cabo Pittendrigh quien estudié los cambios de fase que muestran los ritmos en oscilacion
libre ante estimulos luminosos de intensidad conocida y de corta duracién (15 minutos). Al establecer una
relacion grafica en la que se muestren los atrasos o adelantos de la fase del ritmo (ordenadas), generados como
consecuencia de la aplicacién de un estimulo Unico, con respecto a la hora del ciclo circadiano (abscisas) en la
que fue aplicado, se obtiene lo que se conoce con el nombre de “curva de respuesta de fase” (CRF)
(Pittendrigh, 1960). La construccién e interpretacién de las curvas de respuesta de fase se ha convertido en una
herramienta valiosa que ha ayudado a predecir algunas propiedades fundamentales de los osciladores que

subyacen a los sistemas circadianos.

Aunque en la mayor parte de las especies la luz es el sincronizador mas potente de los ritmos circadianos,
en el ambiente de los organismos estan presentes otros fenémenos ambientales regulares, de menor potencia,
que también participan en la regulacién de los ritmos y que en condiciones especiales, pueden adquirir mayor
fuerza y funcionar como los sincronizadores principales. Los estimulos capaces de producir cambios en la fase
de los ritmos biolégicos y de sincronizar a los sujetos en ausencia de luz son clasificados como sincronizadores
no féticos; la temperatura, las seiales sociales, algunos farmacos, la actividad fisica, la presencia del alimento, son

algunos ejemplos de sincronizadores no luminosos.
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Diferentes estudios han comenzado a utilizar diferentes sustancias quimicas como sefales no féticas para

comprender el funcionamiento de los osciladores endégenos, principalmente neurotransmisores como la
serotonina (Page, 1987; Tomioka, 1991) e incluso la misma HDP (Petri y Stengel, 1997; Okamoto y cols., 2001;
Singaravel y cols., 2003).

En un esfuerzo por conocer los mecanismos de los sistemas circadianos y en particular el efecto de la
HDP como un sincronizador de tipo no luminoso en el acocil aplicamos la HDP esperando que actuara como un
sincronizador de tipo no luminoso, en todos nuestros experimentos obtuvimos cambios de fase tanto para el

ritmo del ERG como el motor.

Construimos las curvas de respuesta de fase del ritmo de amplitud del ERG y el ritmo locomotor. Para el
caso del ERG la aplicacién de una dosis Gnica de HDP basta para generar en el acocil cambios de fase (fig. 36 y
37) el maximo de atrasos se presenta hacia las || y 12 horas circadianas (noche subjetiva), los maximos

adelantos se mantienen en el resto del ciclo, es decir entre las |4 a las 4 horas circadianas (dia subjetivo) (fig.

38).

La CRF obtenida de la estimulacién de HDP fue comparada con la CRF obtenida de la estimulacién
luminosa del acocil, (Fuentes-Pardo y Ramos-Carvajal, 1983). Este tipo de curva es conocida como de tipo
unimodal, es decir, se observa una clara zona de adelantos y otra de atrasos. La comparacién entre ambas
curvas refuerza la idea de que la hormona dispersora del pigmento modifica la organizacién de los osciladores

que subyacen a la generacién y expresion del ritmo circadiano del ERG.

Es de especial interés que ambas curvas son unimodales aunque no en los mismos horarios. Ambas curvas
son diferentes entre si ya que a pesar de ser unimodal en ambas, los cambios de fase no se dan en los mismos
tiempos circadianos (fig. 38), la CRF del acocil es mucho mas parecida a la obtenida por otros autores para la
aplicaciéon de HDP en la cucaracha, incluso en casi las mismas horas circadianas, (Petri y Stengel, 1997). En el
caso de la cucaracha, la HDP también acta como un sincronizador no luminoso, puesto que la CRF para este
insecto presenta el maximo atraso hacia las 18:50 horas circadianas (dia subjetivo) y el maximo adelanto de fase
hacia las 1.8 y 18:30 horas circadianas (dia subjetivo temprano y noche subjetiva tardia respectivamente).
Comparada esta curva contra otras curvas de respuesta de fase de estimulos no luminosos (temperatura
Wiedenmann, 1977; y serotonina Page, 1987) son todas ellas son muy similares en el sentido que los cambios
de fase son los mismos a casi las mismas horas circadianas y de tipo unimodal; difiriendo a la CRF obtenida con

luz (Page y Barret, 1989).
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Otro insectos, el grillo Gryflus bimaculatus ha sido estudiado en este sentido, mostrando una CRF

construida con estimulos Unicos de HDP para el ritmo locomotor. Este insecto también presenté cambios de

fase, lo que indica que la HDP es capaz de actuar como un sincronizador de tipo no luminoso en varias especies.

La CRF del grillo igualmente es unimodal, sin embargo, presenta serias diferencias contra el estudio en
acocil y en cucaracha; primeramente no son las mismas horas entre los cambios de fase, es decir, para el caso
del grillo el maximo de adelantos se presenta hacia las |18 horas circadianas (medio dia subjetivo), mientras que
los atrasos maximos se muestran entre las 24 horas circadianas, (media noche subjetiva); cuando los autores
compara otras CRF para estimulos luminosos y de serotonina ninguna de las curvas tiene similitud entre si, a
excepcion de ser unimodales todas ellas. Los autores de este trabajo discuten las diferencias entre el grillo y la
cucaracha argumentando diferencias entre las técnicas usadas (lesiéon de uno o ambos Iébulos 6pticos) lo que
impondria la accién de un marcapaso sobre otro o él desacople de los mismos; la diferencia entre los tipos de
HDP usada (los autores del trabajo de cucaracha usaron una hormona dispersora propia del grillo Acheta
domesticus) lo que acarrearia diferencias entre las especies usadas, ya que la HDP usada entre uno y otro

insecto difiere en el 4° aminoacido (Singaravel y cols., 2003).

Aunque las CRF del acocil y de los insectos son diferentes, principalmente en las horas circadianas en que
ocurre el efecto de la HDP, la forma en que responden los osciladores es parecida, incluso se puede decir que
en el caso del grillo la forma parece invertida con respecto al acocil posiblemente sea debido al comportamiento

diurno del primero y nocturno del segundo.

Ademas hay otra correspondencia entre las CRF, tanto en el acocil como en los insectos la CRF obtenidas
para HDP difieren fuertemente a las obtenidas con estimulos luminosos. Esto sugiere que los mecanismos que
subyacen a los sistemas no luminosos, en particular para la HDP, son diferentes a los manifestados para
estimulos luminosos, posiblemente rutas alternas (aferentes nerviosas o bioquimicas hormonales) hacia el

marcapaso.

Para el caso del ritmo motor la aplicacién de una dosis Unica de HDP basté para generar en el acocil
cambios de fase (fig. 39 y 40) el maximo de atrasos se presenta entre las || y 18 horas circadianas (medio dia
subjetivo) sin embargo una nueva serie de atrasos se observa hacia las 24 horas circadianas (media noche
subjetiva), los maximos adelantos se mantienen en el resto del ciclo, es decir, un maximo de adelantos se
observa a las 7 horas circadianas y nuevamente otro a las 21 horas circadianas (noche subjetiva temprana y
noche subjetiva temprana respectivamente). A este tipo de curvas donde los cambios de fase se repiten en mas

de un momento se les denomina bimodales, los cuales son muy raros, ya que indican la presencia de por lo
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menos dos osciladores actuando en diferentes tiempos, en este caso la HDP parece ser un sincronizador no

luminoso del ritmo motor.

La CRF obtenida de la estimulacion de HDP fue comparada con la CRF obtenida de la estimulacién
luminosa del acocil, (Viccon-Pale y Fuentes-Pardo, 1994). Para nuestra sorpresa, la correspondencia entre
ambas curvas fue mucho mayor, ya que la obtenida con estimulos luminosos resulté también de tipo bimodal,
inclusive la primera serie de adelantos se manifiesta en las mismas horas circadianas (fig. 41). En ningiin otro
grupo de insectos o crustaceos se han reportado CRF de este tipo bimodal, pero el hecho de que en el acocil
ambas curvas sean muy similares habla de un sistema propio del ritmo motor, el cual es controlado por dos

osciladores circadianos independientes de los mostrados para el ritmo del ERG.

El sistema motor podria estar manifestando la accién de osciladores que muy probablemente estén en
otros centros nerviosos como el ganglio estomatogastrico y los propios ganglios toraxicos; en estos centros se
han encontrado neuronas y ramificaciones reactivas a HDP, el ganglio estomatogastrico participa activamente en
los movimientos ritmicos (aunque no de tipo circadiano) involucrados con la masticacién (Mortir y Marder,
1991) muy posiblemente la accién propia de la HDP sea generar actividad ritmica de alta frecuencia a este nivel
o modular mediante HDP la respuesta nerviosa. Posiblemente otros centros nerviosos en donde también se han
encontrado células y fibras inmunorreactivas a HDP modifiquen la accion local (Mangerich and Keller, 1988),
actuando como un oscilador especifico de regiones particulares involucradas con el movimiento, la suma de
senales neuroendocrinas de miultiples centros toraxicos o abdominales resulta en la accién de un ritmo

locomotor circadiano claro que se ve afectado por la HDP, por lo menos en dos momentos del dia (fig. 41).

Parece ser que el sistema circadiano del acocil es sumamente complejo, ya que es posible que se presente
una serie de osciladores nerviosos, controlados por fibras productoras de HDP (entre otras fibras que puedan
producir otras sustancias, posiblemente PER o melatonina) en los diferentes centros integradores del ganglio
cerebroide (principalmente protocerebro), asi como en otros ganglios de la cadena abdominal (cuya accién
puede estar controlada o modulada por HDP, en direccién céfalo-toraxica o viceversa) (Mortin y Marder, 1991),
y el sistema endocrino controlado basicamente por el complejo érgano-X glandula sinusal (en ambos tallos
oculares), provee de una complejidad enorme al sistema. Multiples osciladores actuando por etapas, desde el
desarrollo embrionario hasta el estado adulto, de tipo nervioso y neuroendocrino son necesarios para que el
sistema circadiano actlie de forma que se manifieste un comportamiento coherente y predecible del organismo

en diferentes tiempos y circunstancias en un ambiente cambiante.
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CONCLUSION

PRESENCIA DE HDP EN TALLO OCULAR Y GANGLIO CEREBROIDE (MARCAS HISTOLOGICAS)

La HDP proporcionada por los laboratorios Genemed Systems resulté la apropiada para los diferentes
experimentos realizados en esta tesis. La HDP se encuentra ampliamente distribuida en el sistema nervioso del
acocil, tanto el tallo ocular como el ganglio cerebroide. Se localizé en el tallo ocular, particularmente en los

fotorreceptores, en la lamina ganglionaris y algunos somas de médula externa, interna y terminal.

La disposicién en los diferentes neuropilos es en bandas que corren transversalmente en cada neuropilo,
los somas y fibras conectan las bandas entre si, y entre los neuropilos. La mayor tincién se obtiene en el sistema

o6rgano X-glandula sinusal, confirmandose asi la produccién de HDP por parte de este sistema.

La HDP se localizé en el ganglio cerebroide, la marca inmunolégica de peroxidasa y de fluorescencia
marcaron zonas de protocerebro y tritocerebro con mayor intensidad que otras de deutocerebro. En
protocerebro se encontraron células de gran tamafo que se tifieron intensamente, ya que contenian una gran
cantidad de granulos indicando que estas células son productoras de HDP por si mismas. Se identificaron
neuronas en la parte superior del protocerebro y fibras laxas que también fueron reactivas a la marca de HDP,
se descarté que fueran glia o tejido conectivo, mediante tinciones de violeta de cresilo e inmunohistoquimica

con sinaptofisina.

Se tiferon los nucleos de las células del ganglio cerebroide confirmando la presencia de HDP en estas
zonas. Las fibras del ganglio cerebroide se encontraron en los tractos 6pticos, en protocerebro y decusan entre

la parte izquierda y derecha del ganglio.

Las células en deutocerebro se tiferon de modo importante (especialmente los somas alrededor de los
I6bulos olfatorios y accesorios, y algunas fibras) pero parece ser que la HDP no cumple funciones circadianas en

este caso.

Las marcas mas importantes se encuentran en la regién ventral del ganglio cerebroide. Las
inmunoreacciones de la parte ventral del ganglio marcaron importantes zonas de protocerebro y tritocerebro
en neuropilos antenulares (LAN) y neuropilos mediales (MAN), estas regiones parecen proyectar hacia la parte
dorsal con disminucién importante en el nimero de somas y de fibras. Los cimulos de protocerebro en la parte
dorsal son claros y definidos rodeando el quiasma éptico. Las marcas de tritocerebro posiblemente estén
proyectandose hacia partes inferiores del sistema nervioso, como las comisuras circumesofagicas y el ganglio

subesofagico.
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LESION DEL GANGLIO CEREBROIDE

Es suficiente una puncién de un objeto metalico para generar una lesion en el ganglio cerebroide. La lesién
de una parte de protocerebro destruye la actividad circadiana del ERG, y también la actividad circadiana motriz.
Mientras que la extirpacion de otras estructuras del ganglio cerebroide como el deutocerebro (I6bulo olfatorio)

no destruye la actividad circadiana del ERG (Verde y Fuentes Pardo en preparacién).

La lesion produce en algunos casos oscilaciones de alta frecuencia, aunque no se determinaron ritmos
ultradianos regulares. Los resultados sugieren la recuperacién de algunas fibras nerviosas con la consecuente
recuperaciéon de un timido ritmo de caracteristicas no determinadas. Se requiere de mas de dos meses para que

la actividad ritmica regrese aunque con caracteristicas no circadianas e irregulares.

Un mayor nimero de experimentos mas especificos de lesién en estos centros nerviosos arrojaran luz

sobre la generacién de los ritmos circadianos del acocil.
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SINCRONIZACION DEL RITMO DEL ERG Y MOTOR

Se confirma la existencia de un ritmo circadiano de amplitud del ERG y de un ritmo circadiano de
actividad locomotriz espontanea con caracteristicas tipicas nocturnas. La aplicacién exégena de HDP produce
atrasos o adelantos de fase de acuerdo a una hora del dia actuando como un sincronizador de tipo no luminoso
para ambos ritmos. Es de especial interés que en el caso del ritmo del ERG, ambas curvas sean unimodales
aunque no en los mismos horarios. Ambas curvas son diferentes entre si ya que a pesar de ser unimodal en
ambas, los cambios de fase no se dan en los mismos tiempos circadianos (fig. 38), la CRF del acocil es mucho

mas parecida a la obtenida por otros autores para la aplicacion de HDP.

Comparada esta curva contra otras curvas de respuesta de fase de estimulos no luminosos (temperatura
Wiedenmann, 1977; y serotonina Page, 1987) todas ellas son muy similares en el sentido que los cambios de
fase son los mismos a casi las mismas horas circadianas y de tipo unimodal; difiriendo a la CRF obtenida con luz

(Page y Barret, 1989; Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1995).

Se pudieron genera CRF ante los cambios de fase generados por la accion de la HDP, siendo de tipo

unimodal para el caso del ERG y una CRF de tipo bimodal para el caso de ritmo motor.
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PROPUESTA

A continuacién se presenta una figura que relne los principales elementos involucrados en el ritmo

circadiano del ERG y motor del acocil, sus interrelaciones y la posible participacion de HDP exdgena en el

proceso de generacién y sincronizacién de los ritmos involucrados.
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Figura 4. El diagrama muestra la organizacion del sistema circadiano del ERG y motor del acocil, las principales interrelaciones de sus estructuras y la
accion exdgena de la HDP en ellas. Se postula que la HDP actta en las células de los pigmentos accesorios, en el drgano X-glandula sinusal induciendo la
produccion y liberacion de HDP, en el marcapaso (protocerebro) que controla el drgano X glandula sinusal y en las células fotorreceptoras, el efector y el

sincronizador del ritmo circadiano del ERG.

El diagrama combina los resultados viejos y recientes: La produccién y liberacién de la HDP en el érgano
X- glandula sinusal (1), asi como la participacién en el arreglo de los pigmentos retinianos accesorios (2) (Welsh
1939), y la produccién de HDP en las fibras neurosecretoras (3) (Kleinholz 1966) la cual ha sido conocida desde

hace décadas.

Observaciones donde se incluyen las fluctuaciones circadianas de HDP en la circulacion (4) (Hernandez-
Falcon, y cols. 1987); y la accién directa de las células fotorreceptoras (5) (Gaus y Stieve,1992), asi como la
llegada al protocerebro de sefales sincronizadoras provenientes de fotorreceptores extrarreetinianos (6)
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(Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981). El protocerebro como marcapaso del ritmo y su participacion en la

regulacion de la HDP (7) (Hernandez and Fuentes-Pardo, 2001) son un poco mas recientes.

El modelo también incluye algunas ideas hipotéticas: la directa relacione entre la HDP con el marcapasos

(8), y la llegada al marcapaso de senales sincronizadoras no luminosas (9).

Finalmente el diagrama incluye informacién obtenida recientemente del laboratorio de cronobiologia y
que se publicé un articulo en “Comparative Biochemestry and Physioogy” (Verde, y cols., 2007), incluyendo
parte de estos resultados: la accién directa de la HDP en las propiedades eléctricas del potencial de receptor de
los fotorreceptores visuales (10), la accién de la HDP en el ritmo circadiano de la pseudopupila (I 1) y la accién
de la HDP como un sincronizador no luminoso del ritmo circadiano del ERG (12) como lo proponemos con las

curvas de respuesta de fase de éste trabajo.
En esencia, el diagrama explica la participacion de la HDP en el sistema circadiano del ERG. Sin embargo,

es necesario explorar mas profundamente el papel de esta hormona con respecto a las estructuras involucradas

en la generacién y expresion de los ritmos circadianos en los crustaceos.
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APENDICE

APENDICE
SOLUCIONES
SOLUCION BUFFER DE FOSFATOS 0.1M PH 7.6 (TBS):
Trizma HCI 3.030g.
Trizma Base 0.695g.
NaCl 0.945g.
Disolver en 230 ml, ajustar el pH a 7.5 — 7.6 y aforar a 250ml.
Solucién buffer de fosfatos 0.1M pH 7.4 (PBS):

Fosfato sédico monobasico 0.510g.
Fosfato sédico dibasico 2.945g.
NaCl 0.714g.

Disolver en 230 ml, ajustar el pH a 7.4 y aforar a 250ml.

Solucién STOCK de Violeta de Cresilo

2 gotas de violeta de cresilo, aforar con 100 ml de agua bidestilada
Buffer

2g de acetato de sodio, a 1000ml con agua bidestilada, agregar 3ml de acido acético glacial.

TRATAMIENTO DEL TEJIDO PARA INCLUSION EN PARAFINA
Fijador de formaldehido al 10% durante 24horas.
Deshidratacién en alcoholes graduales cada |5 minutos.
Aclaracién por xilol |5 minutos.

Inclusién en parafina liquida a 56°C.

TRATAMIENTO DEL TEJIDO PARA INCLUSION EN CONGELACION
Fijador de formaldehido al 10% durante 24 horas.
Crioproteccién en sacarosa a 30% durante | horay en sacarosa al 15% durante |5 minutos.
Inclusién en medio de congelacién tissue freezing medium.

Inmersién en nitrégeno liquido durante 5 minutos.

TRATAMIENTO DEL TEJIDO PARA TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA
Desparafinar en horno a 56°C 30 minutos en seco y en horno himedo (xilol caliente) 15 minutos.
Rehidratar en alcoholes graduales cada |5 minutos.
Hidratar en agua destilada 10 minutos
Tefir con hematoxilina alcohdlica al 3%, de 3 a 5 minutos

Virar con agua de la llave unos segundos



APENDICE

Lavar con agua destilada unos segundos

Deshidratar en alcoholes graduales desde el 30% al 70%, 3 minutos

Tenir con eosina de | a 3 minutos

Deshidratar con alcoholes graduales al 96% en dos cambios y alcohol absoluto, 5 minutos
Aclarar con xilol, 5 minutos

Aplicar el medio de montaje

TRATAMIENTO DEL TEJIDO CON VIOLETA DE CRESILO (VOGT)
Desparafinar en horno a 56°C 30 minutos en seco y en horno himedo (xilol caliente) 15 minutos.
Rehidratar en alcoholes graduales cada |5 minutos.
Hidratar en agua destilada 10 minutos
Tefir con violeta de cresilo (Iml de sol STOCK 99 de Buffer), 10 minutos.
Lavar con agua bidestilada unos segundos
Deshidratar con alcoholes graduales 3 minutos
Aclarar con xilol, 2 minutos

Aplicar el medio de montaje

TRATAMIENTO DEL TEJIDO PARA INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA
Desparafinar en horno a 56°C 30 minutos en seco y en horno himedo (xilol caliente) |5 minutos.
Rehidratar en alcoholes graduales cada |5 minutos.
Lavar con solucion TBS 0.1M, PH 7.6 y triton 0.5%.
Activar la peroxidaxa endégena con peroxido de hidrégeno (H,0,) 3%, 10 minutos.
Lavar con TBS, 10 minutos.
Bloquear la peroxidasa endégena con Casblock (Peroxide Block) 20 minutos.
Aplicar anticuerpo primario (En este caso contra HDP a una concentracién de 1:5000), 24 horas.
Lavar con TBS, 10 minutos.
Aplicar anticuerpo secundario biotinado (Biotinado de IgG de conejo), 30 min.
Lavar con TBS, 10 minutos.
Aplicar anticuerpo terciario reagente Ultratek (anticonejo ABC) 20 min.
Lavar con TBS 10 minutos.
Revelar con diaminobencidina.
Aplicar medio para el montaje.
TRATAMIENTO DEL TEJIDO PARA INMUNOFLUORESCENCIA
Desparafinar en horno a 56°C 30 minutos en seco y en horno himedo (xilol caliente) 15 minutos.

Rehidratar en alcoholes graduales cada |5 minutos.
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Lavar con solucién TBS 0.1M, PH 7.6 y tritén 0.5%.

Activar la peroxidaxa endégena con peroxido de hidrogeno (H202) 3%, 10 minutos.

Lavar con TBS, 10 minutos.

Bloquear la peroxidasa endégena Casblock (Peroxide Block), 20 minutos.

Aplicar anticuerpo primario (En este caso contra HDP a una concentracién de 1:5000), 24 horas.
Lavar con TBS, 10 minutos.

Aplicar anticuerpo secundario (acoplado a Fluoresceina) | hora.

Lavar con TBS, 10 minutos.

Aplicar medio para el montaje.

TRATAMIENTO DEL TEJIDO PARA INMUNOHISTOQUIMICA PARA SINAPTOFISINA

Desparafinar en horno a 56°C durante 30 minutos en seco y en horno himedo (xilol caliente) durante |5
minutos.

Rehidratar en alcoholes graduales cada |5 minutos.

Lavar con solucion TBS 0.1M, PH 7.6 y triton 0.5%.

Activar la peroxidaxa endégena con peroxido de hidrégeno (H,0,) 3%, 10 minutos.

Lavar con TBS, 10 minutos.

Bloquear la peroxidasa endégena Casblock (Peroxide Block) 20 minutos.

Aplicar anticuerpo primario (En este caso contra sinaptofisina a una concentracién de 1:250), durante 24
horas.

Lavar con TBS, durante 10 minutos.

Aplicar anticuerpo secundario biotinado (Biotinado de IgG de conejo), durante 30 min.

Lavar con TBS, durante 10 minutos.

Aplicar anticuerpo terciario reagente Ultratek (anticonejo ABC) durante 20 min.

Lavar con TBS durante 10 minutos.

Revelar con diaminobencidina

Medio para el montaje

8/
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CURVA DOSIS RESPUESTA PARA HDP

La HDP se mandé sintetizar a los laboratorios Genemedic Systems en Estados Unidos, para conocer si el
péptido que nos enviaron es el adecuado, asi como para establecer la dosis pertinente, se procedié a probar su
acciéon en estructuras que se sabe que muestran cambios ante la aplicacién de la HDP. En particular los

pigmentos retinianos accesorios y a los fotorreceptores visuales.

Esto se hizo mediante registros a corto plazo sobre el pigmento accesorio y midiendo el tamafo de area
de pseudopupila, todos los experimentos se realizaron a la misma hora del dia y se aplicaron diferentes dosis de
HDP. Con una camara de video se grabaron los cambios que se presentaron en la pseudopupila del animal,
antes y después de la aplicacion, a la circulacién general, de dosis conocida de HDP. Como control, algunos

animales recibieron una inyeccién de solucién salina VH.

Todos los experimentos se realizaron a la misma hora del dia, las dosis eran desde 1x10°M (1uM) hasta
Ix10"*M (1pM). Se construyé una curva dosis respuesta que nos indicé la dosis aplicada en los registros a largo

plazo, siendo la méas 6ptima 1x10"'°M (InM).

Los experimentos a corto plazo de los fotorreceptores visuales se realizaron sujetando a los acociles y
colocando un electrodo metalico en la cornea del ojo y aplicando destellos de prueba de 1.8 lux de intensidad y
10 us de duracién cada 3 minutos durante |5 minutos. La respuesta eléctrica de los fotorreceptores (ERG) se

amplificé y se desplegd en un osciloscopio para medir la amplitud de la componente H1.

Una vez establecido el ERG del animal se aplicaron |0 minutos de luz blanca para llevar a los
fotorreceptores a un estado de adaptacién a la luz. Al término de ese tiempo se apagd la luz y se midié la
amplitud del ERG hasta pasar a una condicién de adaptacién a la oscuridad. Una vez estabilizada la respuesta se
aplicé a la circulacién general una inyeccién de HDP a una dosis conocida entre Ium y IpM. Todos los
experimentos se realizaron a la misma hora del dia. Los resultados se estos experimentos e pueden observar en

la (fig. 43).
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FIGURA 43

Figura 43: Curva dosis respuesta medida en el area de pseudopupila y en la amplitud del ERG tomadas en la misma hora,
cambiando la dosis de 0.Iml de HDP en diferentes concentraciones desde IpM hasta InM. EI mayor efecto en la reduccin del

area de psudopupila y de la amplitud del ERG se mostro a la concentracién 1X10"™"
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Pigment dispersing hormone generates a circadian response to
light in the crayfish, Procambarus clarkii
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Photorecegror cells hve been identified as impostant stnactares in the organizagon of e dxadian system respomsib ke for the generation and
expreszion of the elzatmednogram (ERE) circadion rinthm. Thisy are the stroctares where the droadian perindicty i eapressad (effactom ) and
which tesfomn mfomation fom extermal light sigmlk o be condocied w0 the poemaker in order to mdwce adjosmens of e rhythm
{mmchroners). After isolation, evestalis perfased in a pigment dispesiing hommone (PDH) sobation, show significant changes in moepior
potential (RP) amgplitude and dumbon. Fxogenooss PDH injected into intact crayfish indaces a migragon of retimal shidding pigments w0 a ligh
adapeed smate. A single dose of FDH produces advances or delays in e circadian shythm of msponse @0 light of visml photomeepiors. All dhese
effects depend on the circad ian phass of PDH application. Corsequently, the determination of e action of mo genoms FIVH on photomecepior cadls

proved 0 be very helpfal in mderstmding some mechanisms wnderlving e ciradim ogm ation of cayfish

S 3007 Published by Elsevier Inc.
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1. Introd wetion

(e approsch fo the sindy of creadian thythms vl ves
determination of the main elements that participste in the
generation sl expresdon of thythms, namely the pacenraker,
the efferent patinways for the overt rhythm and the synehrond-
wation mechaniims. In the crayfish, cincadisn sctivity has been
extensivelystudied, partienbsr]y with respect i the amplinde of
the electrical response af photorecepton to light (& indicsted by
an electroretinogram, ERG) (for review, see Fuentes-Pardo and
Hemdnder-F aledn, 1993). However, o-daie only littk infor-
mation shaut the underlying oieillstor organ zstion, s well =
the role of the main elements mvalved in the overt rhythm
exprasion & avallshle

In the crayfish, s in many other inverehrates, the elecircal
response of phowreceplon o ight (recepior potential, RP) & a
epraded depolarzation comtiting of two phates, an imtial fast
tramdend phase (TPF), followed by a sustsined one (SP) which

* Comesponding qude Tel: +52 15255 S6R13@
Emiail arfdeers: bipamodine svidor unge sy (B Fueme s Pardo).

106554335 - aee ot samer O 2007 Pubished by Faester e
o 10 100 & o, 200071010004

precedes repolarizstion. The ampliinde and dorstion of these
two RP components depend on previous light-sdapting
conditions, stimunle inensity and the svadshility snd ntensc.
tien of some intrscellular and extracellolar ions, pm‘l.iﬂ:qu']_l,-
hh., f.‘az.., amd K ﬂ_Hmlﬁldﬂ-Fu]ﬂ'm amdd Fuenies-Parda,
1991; Miller and Glantz, 2000

Up to today, the caseade of events involved i the photo-
transdnetion process in inverehrates (s moansdn 1 is posihle,
however to propode centsin similitnde hetwean rhabdomeric
photoreceptor cells of anhropads and clltar photreceptor cells
af verielraes This similiinde & clear in the first sispe of
phoiramsduetion when the shaompiion of lght by a visual
pgment — rthodopdn — igeers the Wochemical events of
thototransduction. Some sindies have identified that i
rhahdomene photoreceptons, the major G-profein imvolved i
phototramduction is of G, type (Terakita et al | 1998). This
prodein & sctivated by the light-stimulsted rhodopsin and
aimudlaes phospholipsse C (PLC) (effecter eneyme of the
rhosphomoadtide pathway) generating soluble inositol-1.4.5-
irsphusphate (Ins(l,4,5Py) and membrane-bound discylely-
cerol {DAG). Whatever he the downstresm evenits (for example,
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