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1 Resumen

La hormona dispersora del pigmento (HDP) desempefia un papel
relevante en Ta organizacién del sistema circadiano de Tlos
invertebrados y en particular del sistema circadiano de
sensibilidad a 1la Tuz del acocil (electrorretinograma). En este
trabajo se estudié la accioéon periodica de dicha hormona sobre Ta
actividad eléctrica de las células retinulares del acocil

Procambarus clarkii durante el ciclo de 24 horas.
Se demostro que:

1. La HDP afecta 1la respuesta eléctrica a Ta luz de Tlos
fotorreceptores visuales del acocil Procambarus clarkii de

una manera dependiente del tiempo circadiano (TC).

2. La cinética de Tlas corrientes que subyacen al potencial de
receptor de las células fotorreceptoras visuales del acocil
Procambarus clarkii, asi como la conductancia de Tlas
corrientes y Tla permeabilidad 1i6nica que subyace a 1la
respuesta eléctrica a la Tuz, varia durante el ciclo de 24

horas.

3. La HDP modifica T1a «cinética, la «conductancia y Tla
permeabilidad iénica de Tlas corrientes que subyacen al

potencial de receptor de una manera dependiente del TC.

4. La sensibilidad y Ta efectividad en 1a adaptacion de 1la
membrana de las células fotorreceptoras visuales del acocil

Procambarus clarkii es dependiente del ciclo circadiano.

5. La HDP modifica 1la sensibilidad y Tla efectividad en Tla
adaptacion de Ta membrana de Tlas células fotorreceptoras
visuales de una manera dependiente del TC.

Suponemos que los cambios perioddicos provocados por Ta HDP exdgena
en la respuesta eléctrica a Ta luz de las células fotorreceptoras



visuales del acocil, son debidos a una variaciéon temporal en Tlas
rutas bioquimicas que conectan al receptor de 1la HDP con 1las

conductancias iod6nicas que subyacen al potencial de receptor.



2 Antecedentes

2.1 Los ritmos circadianos

ET estudio de los ritmos bioldgicos esta enfocado a determinar 1los
mecanismos que inducen la presencia de cambios periodicos en Tas
funciones de los organismos, asi como la relacién que guardan con
Tas senales externas. Las preguntas donde y como -que dieron
origen a Tlas ciencias morfolégicas y fisioldégicas- ofrecen una
vision fragmentaria del proceso vital estudiado debido a que
muchas de las variables implicadas son funcién del tiempo, esto
es, cambian de acuerdo con las sehales temporales externas, como

por ejemplo Ta hora del dia o las estaciones del afo.

Dentro del conjunto de los ritmos biolégicos se pueden distinguir
Tos que son del tipo circa (cercano), designados asi debido a que
cuando se eliminan Tas sefales peridédicas provenientes del medio
ambiente, Tas oscilaciones persisten con un periodo cercano, pero
diferente, al del fendémeno externo con el que estan relacionados.
Por ejemplo, si el ritmo esta ligado con el ciclo de las mareas
(circamareal), bajo condiciones ambientales constantes se
observaran oscilaciones con un periodo cercano a 12 horas; si esta
relacionado con la alternancia dia-noche (circadiano), se medira
un periodo cercano a 24 horas; si 1o esta con Tlas fases de Ta Tuna
(circalunar), el periodo sera cercano a 28 dias o si Tlo esta con
Tas estaciones del afo, se detectara un periodo cercano a 365 dias
(circanual). Vale Ta pena considerar que los cambios circa a los

que se alude dependen de la presencia de un reloj biolégico.

La investigacion sobre 1los relojes bioldégicos se ha centrado en
Tos que tienen un periodo entre 20 y 28 horas o circadianos. De
aqui que frecuentemente se utilicen como punto de referencia en 1o
que respecta a los valores de frecuencia. Asi, por ejemplo, para
aludir a los ritmos que tienen frecuencias menores a los de Tlos

circadianos se habla de ritmos infradianos y para referirse a



aquéllos que tienen frecuencias mayores, se habla de ritmos

ultradianos.

Los ritmos <circadianos poseen una naturaleza eminentemente
adaptativa, son ubicuos y tienen como caracteristica comun la de
ser la expresidon de redes de osciladores enddgenos. En ellos se
puede 1identificar una estructura, 1llamada marcapaso circadiano,
que presenta como caracteristica basica la capacidad de oscilar
con periodos cercanos a 24 horas en condiciones ambientales
constantes, cuando forma parte del organismo y cuando ha sido
separado del mismo. E1 marcapaso tiene, ademas, 1la capacidad de
imponer su ritmo a otras estructuras del organismo 1lamadas

efectoras.

Una de Tlas caracteristicas mas notables de Tlos osciladores
circadianos es que si bien sus oscilaciones se generan a partir de
mecanismos endogenos, tienen la capacidad de “seguir” Tas senales
temporales externas. Para lograr tal objetivo se ha postulado que
el conjunto biocronométrico debe poseer al menos 1los siguientes
dos sistemas: 1) Un sistema de sincronizacién interna entre las
unidades funcionales que conforman el marcapaso circadiano. 2) Un
sistema de sincronizacion por estimulos externos compuesto por 1los
receptores y las vias sensoriales que transmiten al marcapaso 1la

informacion sobre las sefales externas. (Aréchiga, 2003).

Es de esperarse que el ajuste de las dinamicas de las componentes
del sistema que constituyen la red interna de osciladores debido a
Ta interaccion entre ellas, Ta interaccion intrinseca o interna de
Tos elementos, genere una oscilacién circadiana robusta (Pavlidis,
1973).

Es bien conocido que este ritmo emergente tiene Ta capacidad de
ajustar su frecuencia con Ta de ciertas sefales externas
peridédicas como Ta alternancia entre el dia y 1la noche. EI
mecanismo que subyace a esta propiedad, 1llamada sincronizacion

extrinseca o por estimulo externo, es la fase-dependencia de Ta



sensibilidad del marcapaso hacia 1la sefal sincronizadora en
cuestion. Si consideramos el movimiento a 1o Tlargo del ciclo
circadiano, es claro que no hay un “valor preferido” en 1la fase
(esta variable estd en un estado neutral o indiferente de
equilibrio), To que tiene como consecuencia que pueda ser ajustada
facilmente debido a Ta accién de algun estimulo externo. EI
resultado final es la capacidad que tiene el organismo de ajustar
sus ritmos para mantenerse en fase con 1los cambios ambientales
(Pikovsky y cols., 2001).

La fase de un ritmo circadiano que se encuentre bajo condiciones
ambientales constantes (en oscilacién T1ibre), puede verse
modificada incluso cuando el agente sincronizador se aplica
durante un breve Tlapso de tiempo (un pulso). Cuando Ta fase
avanza, es decir, cuando el evento ocurre antes, se considera un
desplazamiento de fase positivo; si la fase se atrasa, es decir si
el evento ocurre después, se considera un desplazamiento de fase
negativo. Se observa que 1la magnitud y 1la direccion de Tlos
desplazamientos de fase es una funcion del tiempo de aplicacioén
del estimulo. Esto queda graficamente <ilustrado por Ta 1lamada

“curva respuesta de fase”.

Entre todas las sefnales sincronizadoras que se conocen, la Tuz es
con mucho el estimulo ambiental con mayor capacidad para
sincronizar al oscilador circadiano. Sin embargo hay otros
sincronizadores, Tlamados no foticos, como Tas 1interacciones
sociales, ciertas senales quimicas (hormonas), el alimento, Tla

actividad fisica, entre otras.

De acuerdo con la teoria Tlos ritmos son sincronizados por Tluz
debido a Tlas transiciones no paramétricas “luz encendida - Tluz
apagada” en Ta fase del ritmo. Si se quiere estudiar el papel de
Ta intensidad de la Tuz, una propiedad paramétrica, en Ta dinamica
de los ritmos circadianos, hay que recordar Ta “Regla de Aschoff”.
En 1960, Jirgen Aschoff dio a conocer una relacién entre 1la

dinamica de Ta oscilacién circadiana y 1la cantidad de Tluz que



recibe un organismo en cuestién. La propuesta se puede resumir de
Ta siguiente manera: cuando Tlos organismos diurnos reciben una
mayor cantidad de 1luz aumentan Ta frecuencia de su ritmo, Tla
relacion entre el tiempo de actividad y el tiempo de reposo y el
nivel de excitacién; Tos organismos nocturnos, ante 1la misma

situacion ambiental, reducen estos tres parametros.

Otra particularidad de los relojes circadianos es su independencia
con la temperatura, lo cual se manifiesta al observar que, a pesar
de que Ta temperatura ambiental varie, el periodo de Tlas
oscilaciones <circadianas se mantiene dentro de un 1intervalo

estrecho de valores (Qu=1).
2.1.1 Los mecanismos moleculares

Los modelos moleculares de los relojes bioldgicos constituyen una
aproximacién para entender 1los mecanismos que subyacen a Tlos
ritmos circadianos. Al igual que <cualquier otro proceso
oscilatorio autosostenido, estan basados en asas de
retroalimentacién negativa. Sin embargo, no deja de sorprender que

ocurran a este nivel de organizacion.

ET primer avance significativo fue en 1971 cuando R. J Konopka y
S. Benzer identificaron el primer gen reloj (un gen se reconoce
como miembro de este grupo si su producto es necesario para la
generacion y/o el mantenimiento del reloj circadiano), Tlamado
period (per), en Drosophila melanogaster. A partir de ese momento
el area progresdé rapidamente: se descubrieron (y se estan
descubriendo) nuevos genes en diversas especies y se empezd a
dilucidar Ta red de interacciones entre los componentes del reloj

molecular.
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Figura 1: Modelo molecular de la generacién de ritmos circadianos en células eucariontes. Los elementos
positivos (évalos) interactlan y se unen a elementos (rectangulos blancos) en las regiones promotoras
(flechas dobladas) para activar la expresion de genes que codifican elementos negativos (tetraedros),
quienes interactdan para inhibir la actividad de los elementos positivos, lo que finalmente lleva a una
disminucion en la expresidn de los elementos negativos. La fosforilacién progresiva (P) de los elementos

Nucleo

negativos conduce a su degradacion y, en consecuencia a la inhibicion de los efectores positivos, lo que
permite que el ciclo inicie nuevamente. Puede estar presente un asa adicional de retroalimentacién. Ciertos
elementos (diamantes) se unen a los promotores de los genes que codifican a los elementos positivos. Las
flechas indican regulacion positiva y las lineas perpendiculares regulacion negativa. Modificado de Kuhlman y
cols., 2007.

de que entre Tlos reinos, 1los componentes del reloj
(e 1incluso cuando estan conservados

A pesar
molecular no se conservan

entre especies, pueden ser usados de diferentes maneras), Tlos

mecanismos empleados si 1o hacen. La propuesta general es que la
base de las oscilaciones del reloj molecular esta constituida por
asas de retroalimentacién positivas y negativas, en donde Tlos
genes reloj se activan y se apagan a causa de las proteinas que

10



codifican, que ademas de ser sintetizadas, son degradadas (Dunlap,

1999). En Ta Figura 1 se muestra un esquema del modelo.

Ademas de deducir las bases genéticas y bioquimicas del
funcionamiento del oscilador celular, faltaria entender cémo se
Tleva a cabo 1la sincronizacion del oscilador intracelular con los
ciclos geofisicos. Al respecto, ha sido sugerido que la luz induce
Ta degradacion de algun componente, cuyos niveles disminuyen
durante el dia subjetivo, o induce 1la formacién de otro
componente, cuyos niveles se 1incrementan durante este mismo

periodo (Harmer y cols., 2001).

En los genes reloj de Drosophila se ha estudiado el efecto de un
pulso de luz. Los experimentos muestran que bajo la presencia del
estimulo fotico, TIMELESS (TIM) se degrada rapidamente debido a
que CRYPTOCHROME (CRY) ejerce un efecto negativo en ella. En 1la
Figura 2 se observa un esquema del modelo (Harmer y cols., 2001).

2.1.2 Los eventos biofisicos y el funcionamiento de la maquinaria

circadiana

La enorme cantidad de informacion sobre Tlas oscilaciones
moleculares de retroalimentacion negativa, minimizé Ta
investigacion del papel de las sefales idénicas y eléctricas en el

funcionamiento de Ta maquinaria circadiana.

Existe, sin embargo una teoria que conserva la idea de red de
retroalimentacién pero que esta basada en las propiedades de Ta
membrana celular. Los autores (Njus y cols., 1974, 1976) plantean
que las oscilaciones circadianas se generan a partir de Tla
relacion entre los 1iones y las estructuras de Ta membrana celular
encargadas de transportarlos (por ejemplo canales, acarreadores vy
bombas). E1 modelo supone que Ta retroalimentacién negativa surge
del efecto de las concentraciones i6nicas en la actividad de Tos
“transportadores” de iones, 1los cuales a su vez afectan Tla
distribucién 1i6nica a través de 1la membrana. E1 retraso temporal

necesario para que se dé la oscilacion del sistema estaria dado

11



por Ta cinética de activacion e inactivacién de la funcion de las

proteinas de 1a membrana.

Citoplasma
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Figura 2: Modelo del reloj circadiano de Drosophila melanogaster. Ovalos verticales, elementos positivos
CLOCK (CLK) y CYCLE (CYC); rectangulos blancos, E-box; flechas dobladas, promotores; tetraedros, elementos
negativos TIMELESS (TIM) y PERIOD (PER); circulos, proteinas cinasas DOUBLE-TIME (DBT), SHAGGY (SGG) y
CASEINA CINASA 2 (SK2); cuadrado, PROTEINA FOSFATASA 2A (PP2a); octdgono CRYPTOCHROME (CRY); 6valo

horizontal, JETLAG (JET); diamantes, componentes de retroalimentacion adicionales VRILLE (VRI) y PAR
DOMAIN 1g (PDP1g); triangulo, activador putativo de la proteina; P, fosforilacién. Las flechas indican
regulacion positiva y las lineas perpendiculares regulacion negativa. Modificado de Kuhlman y cols., 2007.

Este modelo tiene varias implicaciones que pueden ser probadas de
manera experimental: cambios circadianos en 1os gradientes 1i6nicos
transmembranales y en 1la actividad de Tas rutas del transporte
ionico transmembranal, asi como modificaciones en la oscilacion
del reloj circadiano debidas a Ta manipulacién de Tos gradientes
ionicos a través de 1a membrana y de la actividad de las proteinas
transportadoras. Los intentos para obtener sustento experimental

apoyando esta hipdétesis, conocida como Ta hipoétesis de Njus-

12



Sulzman-Hastings, fueron infructuosos. Sin embargo en Tla
actualidad, 1a combinacién de técnicas electrofisiolégicas y de
manipulacién genética ha permitido poner de relevancia Tla
importancia de T1os procesos biofisicos de 1a membrana. Con
respecto a los invertebrados, se conoce que los eventos eléctricos
membranales juegan un papel importante tanto en la generacién como

en la sincronizacidén de los ritmos circadianos.

En los caracoles Aplysia y Bulla esta bien establecido el ritmo
circadiano en la frecuencia de disparos de una pequeifa poblacion
de neuronas en Tla base de 1la retina, consideradas como el
marcapaso del ritmo (Block y Wallace, 1982; Jacklet, 1969). Se ha
mostrado que estas neuronas tienen un ritmo circadiano en la
conductancia de T1la membrana, quien muestra un valor elevado
durante 1la noche comparado con aquél obtenido durante el dia.
Michel y cols. en 1999 demostraron que Tla responsable de este
cambio circadiano es una corriente de potasio rectificadora

tardia, sensible a tetraetilamonio (TEA).

McMahon y Block en 1987 mostraron que tanto una despolarizacion
continua, 1inducida elevando 1la concentracién extracelular de
potasio, como una hiperpolarizacion continua, inducida
disminuyendo el sodio extracelular, del potencial de 1la membrana
de Tas células marcapaso responsables de Ta actividad visual de
Bulla, tiene como consecuencia un incremento en el periodo de Tla
oscilacion Tibre. Por su parte Khalsa y cols. en 1990 mostraron
que Ta eliminacion de una corriente de cloruro en las neuronas

marcapaso de Bulla, disminuye el periodo de oscilacion.

Resultados mas recientes han hecho mucho mas evidente Ta
importancia de la sehfalizacidén id6nica y eléctrica a nivel celular.
Pusieron de manifiesto que las asas transcripcionales de
regulacion negativa son necesarias mas no suficientes para

mantener un ritmo circadiano robusto.
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La naturaleza ritmica de las células marcapasos tradicionalmente
habia sido descrita a partir de Tlas propiedades individuales de
Tas células. Nitabach y cols., en 2002 y 2005 pusieron en crisis
esta premisa demostrando que 1la comunicacién interneuronal es
necesaria para sostener 71los ritmos moleculares basicos. Las
manipulaciones experimentales que alteraban Tla excitabilidad de 1la
membrana de Tas células del marcapaso en Drosophila o que
interrumpian la transmision de Ta sefal eléctrica, tuvieron como
consecuencia un amortiguamiento considerable de Tlos ritmos

moleculares.

Harrisingh y cols., 2007 demostraron que el Ca? intracelular juega
un papel esencial en la regulacion in vivo del periodo del ritmo
de actividad de Drosophila en condiciones constantes. También
observaron un cambio en el periodo de 1la oscilaciéon circadiana
celular debida a wuna acumulacién nuclear del factor de

transcripcion.

Con respecto al papel de Tos eventos eléctricos en Jla
sincronizacién de los ritmos circadianos, Jacklet y Lotshaw en
1981 mostraron que Tlos pulsos de Tuz y Tas inyecciones de potasio
en una concentracion mas alta que la fisiolégica, generan curvas
de respuesta de fase similares en el ritmo circadiano ocular de
Aplysia. Concluyeron que Tla sincronizaciéon es debida a una
despolarizaciéon de 1a membrana de las células involucradas. Por su
parte Colwell y cols. (1994) observaron que los desplazamientos de
fase provocados por Tla Tuz en el ritmo antes mencionado, provocan

un incremento en el flujo de calcio.

ET calcio intracelular en Tlas células del marcapaso de Bulla
genera una curva respuesta de fase del ritmo de frecuencias de
disparos similar a la que produce la luz (Geusz y Block, 1994). En
contraposicién, la  hiperpolarizacién producida por potasio
extracelular alto o pulsos intracelulares hiperpolarizantes,

producen una curva respuesta de fase similar a la producida por la

14



Tuz (o por elementos despolarizantes), pero con un corrimiento de
fase de 180° (Khalsa y Block, 1990; McMahon y Block, 1987).

En resumen, 1la evidencia experimental sugiere que la actividad
eléctrica de Tlas <células 1involucradas en 1la generacion vy
sincronizacion del ritmo es fundamental para Tla generaciéon vy
sincronizacion de las oscilaciones circadianas. Aunque se conoce
bastante con respecto al mecanismo que subyace a las oscilaciones
celulares autéonomas, 1la conexidon entre éstas y las salidas que
controlan 1los ritmos fisioldégicos y de comportamiento, esta
pobremente entendida. Los resultados 1indican que los eventos
eléctricos juegan un papel critico (Nitabach y cols., 2006; Cao y
Nitabach, 2008).

2.2 La organizacion funcional del ojo compuesto del acocil

En la Figura 3 se muestra un esquema de 1la organizacion del ojo
compuesto del acocil. Esta formado por entre 2000 y 3000 unidades
funcionales 1lamadas omatidios. Cada omatidio, que descansa bajo
una faceta hexagonal de 1la coOrnea, esta equipado con su propio
cristalino, ocho células fotorreceptoras y un rabdomo formado por
microvellosidades densamente empaquetadas que provienen de Tla
superficie de Tlas células fotorreceptoras (rabdoméricas). EI
rabdomo se reconoce como el organulo especializado en 1a absorcion
de la Tuz. En esta estructura hay una alta concentraciéon del
fotopigmento rodopsina lo que le permite ser el sitio en donde se
Tleva a cabo el proceso de 1la fototransducciéon (Shaw y Stowe,
1982).

En el acocil, como en muchos otros qinvertebrados, Tla respuesta
eléctrica de Tlos fotorreceptores visuales a Tla 1luz es wuna
despolarizacion graduada en la cual se puede distinguir una fase
transitoria rapida que depende de Tla intensidad Tluminosa;
inmediatamente después se observa una fase sostenida que se asocia
con Ta duraciéon del estimulo y que precede a la repolarizacion de

Ta membrana (Picones y Aréchiga, 1990).
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Omatidio

Figura 3: Esquema de la estructura del ojo compuesto del acocil. Se
muestra la retina y un omatidio adaptado a la luz (izquierda) y a la
oscuridad (derecha). C, cérnea; CC, cono cristalino; O, omatidio; FNA,
fibra neuronal aferente; F, célula fotorreceptora; RAB, rabdomo; AF,
axon de la célula fotorreceptora; PD, pigmento distal; PP, pigmento
proximal; PR, pigmento reflector. Modificado de Moyes y Schutle,
2007; Shaw y Stowe, 1982.

En los crustaceos la cascada de fenomenos bioquimicos y biofisicos
que se desencadenan por la absorcion de 1la Tuz esta Tlejos de
conocerse integramente. Se sabe que la transduccién inicia cuando
Ta luz es absorbida por el pigmento visual rodopsina que a su vez
activa una proteina G; la proteina G implicada en Ta
fototransduccion del acocil es del tipo G, (Terakita y cols.,
1993a, 1993b y 1998). En Tlas células fotorreceptoras de Tlos
invertebrados se sabe que Ta absorcion de 1a luz activa Ta via de

Tos segundos mensajeros 1inositol 1,4,5-trifosfato (IP,)) vy
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diacilglicerol (DAG), a través de la estimulacion de Ta

fosfolipasa C (Greenspan, 2007).

A partir de este punto Tos fendmenos subsecuentes varian con Tla
especie. Asi, por ejemplo, En Limulus el IP, libera calcio de

almacenes 1intracelulares; el calcio activa una guanilato ciclasa
que produce GMP ciclico (GMP.); el GMP. se une a un canal permeable
a sodio activado por nucledétido ciclico y esto produce una
despolarizacion de 1a membrana celular. Se cree que el DAG, el
otro producto de Ta reaccidén, activa otro tipo de conductancias de
sodio y/o calcio que también participan en Ta despolarizacion de
Ta membrana. Por otra parte, en los fotorreceptores de Drosophila,

el papel de IP, no parece ser relevante debido a que 1la mutante
nula al gen del receptor a IP, presenta respuestas normales a la

Tuz. Esto sugiere que un incremento en la concentracion de DAG o
en la hidrélisis de sus productos es lo que activa Tlos canales
implicados en esta fase; probablemente canales tipo TRP y TRPL
(por Tas siglas de 1los nombres en 1inglés, transient receptor
potential y transient receptor potential 1like) (Acharya y cols.,
1997; Ukhanov y cols., 1998; Raghu y cols., 2000; Fein, 2003;
Garger y cols., 2004; Minke y Parnas, 2006).

En 1o que respecta a la repolarizacion de 1la membrana de Tlos
fotorreceptores de 1los 1invertebrados, Ta evidencia experimental
sugiere que estan 1implicadas corrientes de potasio sujetas a
mecanismos regulatorios. Por ejemplo, en Drosophila, Limulus y
Hermissenda la corriente de potasio disminuye cuando se 1incrementa
el calcio intracelular (Lisman y Brown, 1972; Lisman y cols.,
1982; Coles y Orkand, 1985; Hernandez-Falcén y Fuentes-Pardo,
1991; Nassi, 1991; Baumann, 2000; Miller y Glantz, 2000).

Debido a 1la presencia de pigmentos accesorios en cada omatidio, el
acocil tiene 1la posibilidad de regular Ta cantidad de Tluz que
Tlega a las células fotorreceptoras. E1 ojo compuesto del acocil
es del tipo superpuesto (tipico de Tos animales nocturnos). Cuando

17



esta adaptado a la oscuridad tiene Ta capacidad de colectar la luz
proveniente de muchas facetas a un solo rabdomo, aumentando asi Ta
potencia detectora del estimulo luminoso. Esto es debido a que los
rabdomos a la altura del cristalino estan separados por una zona
Opticamente clara. En condiciones Tuminosas, Tlos pigmentos
accesorios distales localizados dentro de las células pigmentarias
distales del omatidio, evitan el paso de 1luz entre omatidios
causando asi una conversién hacia un ojo por aposicién en donde
cada omatidio permanece Opticamente aislado (Shaw y Stowe, 1982)
(Figura 3).

Ademas de los pigmentos accesorios distales, 1los pigmentos
accesorios proximales localizados dentro de Tlas células
fotorreceptoras, también participan en Ta regulacion de Tla
cantidad de Tuz que pueda 1llegar al rabdomo. En el estado de
adaptacion a la obscuridad, al igual que Tlos pigmentos accesorios
distales, se encuentran en posicién polar y en el estado de
adaptacion a la luz, a lo largo del eje principal de las células
fotorreceptoras (Shaw y Stowe, 1982) (Figura 3).

La respuesta eléctrica a la luz de un fotorreceptor, ademas de
depender de Tla cantidad de fotones que Tleguen al rabdémero,
depende de Tas condiciones previas de iluminacion debido a que
éstas modifican el estado fisiolégico de la célula. Cuando el
fotorreceptor esta adaptado a Ta oscuridad, la amplitud y Ta
duracién de su potencial de receptor son grandes si se las compara
con las de uno adaptado a la Tluz.

La adaptacién se define como un cambio en Ta sensibilidad de Tla
célula fotorreceptora y la sensibilidad como el reciproco del
numero de fotones que se necesitan para producir una respuesta
estandar (por ejemplo una amplitud arbitraria del potencial de
receptor) (Hildebrand y cols., 1974). La adaptacién Tuminosa de
Tas células fotorreceptoras puede ser el resultado de dos procesos
diferentes: 1) “La adaptacion del pigmento” causada por el

blanqueamiento del fotopigmento y su subsecuente regeneracién en
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Ta oscuridad. 2) “La adaptacién de 1la membrana” debida a cambios
en la inactivacion de los canales implicados en la respuesta, de
Tos gradientes 1i6nicos a través de 1la membrana, de Tas

permeabilidades idénicas, etcétera (Hildebrand y cols., 1974).

Hoy en dia Tos mecanismos biofisicos y bioquimicos que subyacen a
Ta adaptacién de la membrana de Tas células fotorreceptoras estan
Tejos de conocerse 1integramente, sin embargo se sabe que Tla
concentracion de calcio intracelular es un factor clave (Fuentes-
Pardo y cols., 1984; Hernandez-Falcéon y Fuentes-Pardo, 1991): es
mayor en el estado de adaptacion a la luz que en el estado de
adaptacion a la oscuridad (Brown y Blinks, 1974).

2.3 E1 ritmo de sensibilidad a 1a lTuz de los fotorreceptores

visuales del acocil

E1 acocil es un crustaceo nocturno dulceacuicola que pertenece a
Ta orden decapoda. Ha sido wutilizado para estudiar algunos
mecanismos que regulan el funcionamiento de Tos seres vivos. Entre
ellos se incluyen la bases neuronales del comportamiento reflejo,
Tos mecanismos de Tliberacién hormonal y Ta relacion entre 1los
sistemas nervioso Yy endocrino. En 1o que respecta al estudio de
Tos ritmos circadianos, se ha probado que es un excelente modelo
debido a su capacidad de sobrevivir en Tlas condiciones no
naturales que se requieren para los registros a largo plazo.

En este animal se ha detectado una gran variedad de ritmos
circadianos tanto en el comportamiento como en Tla actividad
fisiolégica. Algunos ejemplos son Tlos ritmos de actividad
Tocomotora, de la frecuencia cardiaca, de respuesta sensorial y de
Ta posicién en Tlos pigmentos accesorios retinianos (Aréchiga y
cols., 1993).

En este trabajo se estudiara la respuesta eléctrica a la luz de
Tos fotorreceptores visuales del acocil. Por tanto se prestara

especial atencion al ritmo de sensibilidad a 1a luz de Tos
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fotorreceptores visuales el cual se vuelve aparente mediante
cambios en 1la amplitud del electrorretinograma (ERG) durante el
ciclo de 24 horas (Figura 4). En el acocil el ERG es la expresion
de 1la respuesta eléctrica a 1la Tuz de Tos fotorreceptores
visuales, sin que haya participacion de otras células del sistema
visual (Naka y Kuwabara, 1959) y su amplitud depende tanto de Tla
probabilidad de que un fotén alcance 1la retina, como de Ta

excitabilidad de 1a célula fotorreceptora.
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Figura 4: Electrorretinograma (ERG) del acocil Procambarus clarkii (izquierda). Ritmo de la amplitud del ERG
(derecha).

Desde hace al menos tres décadas, el ritmo del ERG ha sido
estudiado siendo hasta este momento materia de debate el
establecimiento y la organizacion de los principales elementos que
participan en su generacion y expresion, asi como los mecanismos
implicados en el proceso de sincronizacioén.

Se ha propuesto que en animales integros el marcapaso circadiano
se localizaria en el protocerebro, en el ganglio cerebroide, y que
por medio de vias axonales se comunica con la retina. Sin embargo,
también se ha mostrado que el ritmo del ERG persiste en tallos
oculares aislados, 1o que sugiere un origen local de la ritmicidad
en el que estaria fuertemente implicado el sistema neurosecretor
organo-X-glandula sinusal. Incluso se ha planteado que 1la retina

por si sola es un generador circadiano debido a que su actividad
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eléctrica varia en el ciclo de 24 horas cuando se aisla del tallo

ocular (Figura 5).

Con respecto al proceso de sincronizacion por luz se ha propuesto
gque participan Tlos fotorreceptores retinulares y no-retinulares,
en el ganglio cerebroide y en el 6° ganglio abdominal (Sanchez vy
Fuentes Pardo, 1977; Fuentes Pardo e Inclan Rubio, 1987; Aréchiga
y cols., 1993; Aréchiga y Rodriguez Sosa, 1998; Aréchiga vy
Rodriguez Sosa, 2002; Hernandez y Fuentes Pardo, 2001; Fanjul
Moles y Prieto Sagredo, 2003).

S

Figura 5: Representacidén esquematica del ganglio cerebroide y los tallos

oculares del acocil. Se muestran los sitios en los que se ha propuesto la

existencia de osciladores autosostenidos. A) protocerebro en el ganglio
cerebroide, B) tallo ocular y C) retina. Modificado de Aréchiga y cols., 1993.

2.4 La hormona dispersora del pigmento y el ritmo de

sensibilidad a Ta 1uz del acocil

Para entender 1la organizacién funcional de los ritmos circadianos,
no se puede dejar de Tado Ta 1importante participacion de Tlos
sistemas endocrinos. En el acocil, el complejo o6rgano-X-glandula
sinusal representa la estructura neuroendocrina mas importante. Se
trata de un conglomerado de entre 100 y 150 neuronas cuyos cuerpos
celulares se Tlocalizan en el 1lamado 6rgano-X, en la parte ventral

del tallo ocular a 1a altura de la médula terminal, y cuyos axones
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corren distalmente para terminar en 1la glandula sinusal, que se
localiza en el Tlado dorsal del tallo ocular, entre T1a médula
interna y la externa (Figura 6). En los somas de este sistema se
sintetizan las neurohormonas que seran conducidas por via axonal a
Ta glandula sinusal, el sitio en donde se almacenan y Tliberan
hacia Ta hemolinfa. Las evidencias histoquimicas y de miscroscopia
electrénica sugieren que en Tla glandula sinusal no hay mas de 6
tipos de células neurosecretoras. La activacion de un tipo
particular resulta en Ta liberacion de una familia especifica de
hormonas. Por el momento se conocen 5 clases diferentes: Tla
hormona Tiberadora de 1a goénada, Ta hormona inhibitoria de Tla
muda, Ta hormona hiperglicemiante, 1la hormona concentradora del
pigmento y 1la hormona dispersora del pigmento ( Welsh, 1961;
Fingerman, 1992;). En To que sigue hablaremos del papel que
desempeia esta Ultima hormona en el ritmo de sensibilidad a la Tuz

del acocil.

La hormona dispersora del pigmento que se encuentra en los tallos
oculares del acocil Procambarus clarkii es una de las diferentes
formas que se han encontrado en las distintas clases de crustaceos
e 1insectos. Los miembros de T1a familia peptidica a Ta que
pertenece, conocida «como PDH/PDF, conservan el numero de
aminodcidos en la cadena (18 residuos), el amino terminal Asn, el
carboxilo terminal Ala-amida y, al menos, 50% de la secuencia. La
primera de estas hormonas en ser caracterizada provino de Tlos
tallos oculares de Pandalus borealis y es referida como «-PDH (por
sus siglas en inglés). Después se identificod un octadecapéptido en
Tos tallos oculares de Uca pugilator que diferia en 6 posiciones y
se le Tlamé B-PDH. A partir de ahi se han caracterizado 14 formas
de hormona dispersora del pigmento. La que se encontré en
Procambarus clarkii se conoce como [GluY]-B-PDH y su secuencia es:
NSELINSILGLPKVMNEA-NH, (Rao y Riehm, 1989; Rao, 2001). En Tlo que
resta del texto se identificara a esta hormona en particular como

hormona dispersora del pigmento o HDP.
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Figura 6: Vista lateral del tallo ocular del acocil. R,
retina; LG, ldmina ganglionar; ME, médula externa;
MI, médula interna; MT, médula terminal; GS,
glandula sinusal; OX, érgano-X. Modificado de
Aréchiga, 1993.

Es bien sabido que 1la HDP desempefia un papel fundamental en Tlos
ritmos de 1los crustaceos. Inicialmente se 1la relaciondé con Tlos
cambios periodicos en el color de 1la epidermis (Kéller, 1925 vy
1927) y después se observo su participaciéon en Ta migracion
peridédica del pigmento distal de 1los ojos compuestos (Welsh,
1930).

Como se vio en 1la seccion “La organizacion funcional del ojo
compuesto del acocil” de este capitulo, los pigmentos retinales
accesorios, proximales y distales, actuan como pararreceptores:
regulan la entrada de luz a Tas células fotorreceptoras visuales.
Se sabe que los pigmentos proximales migran como una respuesta
directa a la luz y la oscuridad, y que Tlos pigmentos distales 1o
hacen por Ta 1influencia de Ta hormona dispersora del pigmento

(HDP), Ta cual se Tlibera desde la glandula sinusal como resultado
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de un reflejo neuroendocrino 1iniciado por el estimulo Tuminoso
(Kleinholz y cols., 1962a y 1962b).

ET reflejo neuroendocrino inicia cuando T1los fotorreceptores
visuales activan las fibras aferentes visuales, las cuales mandan
su senal hacia el ganglio 6ptico en el protocerebro. Por medio de
una via eferente se activa el complejo 6rgano-X-glandula sinusal
To que da como resultado la liberacion de 1a HDP a Tla circulacion
general. Esta accion tiene como consecuencia que 1los pigmentos
distales se dispongan a lo largo de los omatidios. Como bajo estas
condiciones los pigmentos proximales también se dispersan, da como
resultado que en Ta superficie del ojo se pueda detectar Tla
reduccién de un area clara o pseudopupila. La pseudopupila es el
resultado de 1la reflexion de la Tuz en 1la superficie del ojo vy
esta a cargo de Tos T1lamados pigmentos reflectores que se

Tocalizan en la membrana basal del omatidio (Figura 3).

En el animal intacto, Tla posicion de Tlos pigmentos proximales
muestra un ritmo circadiano bajo obscuridad continua y la posicion
de Tlos pigmentos distales wun ritmo circadiano bajo Tuz u
obscuridad continua. De esto Ultimo vresulta wuna variacion
circadiana en el tamano de la pseudopupila y en la sensibilidad a
Ta Tuz de 1a retina.

En el acocil ha sido demostrado que una inyeccién de 1la hormona
dispersora del pigmento produce cambios de fase en el ritmo del
ERG que dependen del tiempo circadiano de aplicacioén. La curva de
respuesta de fase correspondiente mostré que 1la HDP es un
sincronizador no Tuminoso del ritmo del ERG (Verde y cols., 2007).
Adicionalmente T1a HDP es capaz de reducir 1a amplitud de Tla
respuesta eléctrica de los fotorreceptores visuales a Ta luz en
preparaciones como el tallo ocular aislado, donde 1los pigmentos
accesorios son 1incapaces de cambiar su posicion (Gaus y Stieve,
1992; Verde y cols., 2007).
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2.5 E1 factor dispersor del pigmento

En Tlos 1insectos, 1la hormona dispersora del pigmento esta
fuertemente implicada en la generacién y sincronizacién del ritmo
circadiano de actividad locomotora, sin embargo sus tareas son tan
complejas que estan lejos de entenderse en su totalidad. Se Te ha
nombrado factor dispersor del pigmento, FDP, debido a que no hay

un sitio en donde se acumule la sustancia.

La localizacién del FDP en un subconjunto de neuronas que forman
parte del marcapaso en Drosophila melanogaster (Homberg y cols,
1991; Helfrich-Forster, 1995) y en Leucophaea maderae (Petri vy
Stengl, 1999; Reischig y Stengl, 2003), asi como la clonacidén del
gen pdf (por sus siglas en inglés) (Park y Hall, 1998), dieron
inicio a Tlas manipulaciones genéticas que 1involucran a este
péptido y que sirvieron para mostrar el papel que éste juega
dentro de la maquinaria circadiana de los insectos (Renn y cols.,
1999).

Los resultados experimentales sugieren que el FDP es una molécula
“sefalizadora” dentro del reloj circadiano. Ademas de reforzar y
sincronizar Tlas oscilaciones de los relojes individuales,
transfiere las sefales circadianas hacia otros grupos de neuronas
de diferentes areas del cerebro (Helfrich-Foérster, 2005; Schneider
y Stengl, 2005).

En el marcapaso de los insectos (Drosophila melanogaster), el FDP
es crucial para ajustar la amplitud, el periodo y la fase de la
oscilacion de Tlos diferentes jugadores que To componen. Las
observaciones experimentales dejan ver que en el funcionamiento de
Ta «circuiteria del marcapaso circadiano del cerebro de Ta
Drosophila esta implicada una jerarquizacion en los elementos que

To componen.

Con respecto al papel del FDP como sincronizador no fotico del
reloj de los 1insectos, en 1997 Petri y Stengl demostraron que una
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inyeccion de este péptido en Tla cucaracha Leucophaea maderae,
tiene como consecuencia un cambio en Ta fase, dependiente del
tiempo circadiano de aplicacion, del ritmo circadiano de Tla
actividad Tlocomotora; Singarevel y cols. en 2003 encontraron que
el FDP también induce un cambio de fase dependiente del tiempo
circadiano de aplicacion, en el ritmo Tocomotor del grillo Gryllus
bimaculatus. Recientemente, en 2009, Zhang y cols., asi como
Cusumano y cols., demostraron que el FDP tiene wun papel
fundamental en Ta sincronizacion mediada por Ta Tuz del ritmo
motor de Drosophila. Los resultados sugieren que CRYPTOCHROME
desencadena Ta senalizacién a través del FDP, quien determina Tla

fase del ritmo motor.

Es claro que se puede decir muy poco de las rutas de senalizacion
del FDP sin conocer su receptor (Helfrich-Forster, 2005). La
identificaciéon de Tlos blancos del péptido, asi como Ta
determinacién de los mecanismos de sefalizacion, representan metas
importantes para entender 1la red neuronal y molecular que subyace
al reloj bioldégico de los 1insectos. En 2005 se encontré que en la
Drosophila una proteina G (CG1l3758) de 1la clase II o B (de 1la
familia secretina) es el receptor especifico para el FDP (Mertens
y cols., 2005; Hyun y cols., 2005; Lear y cols., 2005). Después,
Janssen y cols. en 2008, identificaron tres receptores para este
péptido pero en Caenorhabditis elegans. El1 receptor a FDP, PDFR,
in vitro sehaliza predominantemente a través de AMPc y débilmente

a través del Caz?.

Hasta este momento no se ha formado un modelo que dé cuenta de Tas
acciones del factor dispersor del pigmento en Tla maquinaria
circadiana de Tlos 1insectos. Las evidencias experimentales
disponibles sugieren que el FDP es fundamental para que Tla
maquinaria circadiana trabaje adecuadamente. Las tareas que 1lleva
a cabo recaen en la generacidén y la sincronizacion del ritmo, sin
embargo son tan complejas, que en realidad estan Tlejos de
entenderse en su totalidad.
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3 Planteamiento del Problema

3.1 Objetivo

ET propdésito principal de este trabajo es establecer 1la influencia
que ejerce la hormona dispersora del pigmento (HDP) en 1la
respuesta de Tlos fotorreceptores visuales, dado el papel
determinante que 1a hormona en cuestion y estas estructuras

desempeian en la actividad circadiana de respuesta a la luz.
Es por ello que se pretende:

1. Establecer el efecto de 1a HDP exbégena sobre Tlas
caracteristicas del potencial de receptor (PR) de las células
fotorreceptoras visuales del acocil Procambarus clarkii en el

ciclo de 24 horas.

2. Establecer Tas principales corrientes iodnicas que subyacen al

potencial de receptor en el ciclo de 24 horas.

3. Establecer el efecto de Ta HDP exdbgena sobre las principales
corrientes 1idnicas que subyacen al PR en el ciclo de 24

horas.
3.2 Hipotesis

“La hormona dispersora del pigmento ejerce una accion periodica en
las caracteristicas del potencial de receptor de Tlas células
retinulares del acocil Procambarus clarkii’”.
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4 Materiales y Métodos

4.1 Aprobacion por el comité de ética

Todos Tos procedimientos experimentales fueron revisados vy
aprobados por la Comisioén de Etica de la Facultad de Medicina de
la Universidad Nacional Autonoma de México (26 de noviembre de
2008, proyecto IN200208).

4.2 Material biologico

Se emplearon acociles adultos de sexo indistinto de Tla especie
Procambarus clarkii en etapa de intermuda. Los acociles se
mantuvieron en acuarios oxigenados a una temperatura de 15°C vy
fueron alimentados tres veces por semana con alimento comercial

para camarones (Camaronina).

Con el fin de conocer el tiempo circadiano de los animales, por 1o
menos un mes previo a los experimentos se mantuvieron bajo
fotoperiodos en Tos que se alternaban 12 horas de luz con 12 horas
de obscuridad (se sincronizaron con un fotoperiodo luz-obscuridad
12:12). Para verificar el tiempo circadiano de Tla poblacién, se
escogia una muestra aleatoria de cinco acociles y se registraba el
ritmo del electrorretinograma (ERG) de cada uno. Definimos 1las O
horas tiempo circadiano (TC) como el punto del ciclo en el que el
nivel de actividad alcanza el 50% de amplitud. Debido a que el
acocil Procambarus clarkii es un animal nocturno, las 0 horas TC
coinciden con el 1inicio de su noche subjetiva (Pittendrigh, 1965;

Pittendrigh, 1981). TC=24 horas ocurre un ciclo después.
4.3 Soluciones

Se utilizé6 solucion salina van Harreveld modificada (VH) (van
Harreveld, 1936). Su composicion en mM es: NaCl 205, KC1 5, MgSO,
2, CaCl, 13, Hepes 5; pH 7.3-7.4. La solucién con hormona
dispersora del pigmento (HDP) se obtuvo disolviendo Ta cantidad
adecuada de hormona (secuencia NSELINSILGLPKVMNEA, sintetizada por
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Genemed Synthesis, 1Inc) en solucion VH. Se eligi6o que Tla
concentracién de HDP en los experimentos fuera de 1nM a partir de
una curva dosis-respuesta (de 1x10™* M a 1x10°® M) que previamente
se construyd probando el efecto de este farmaco en el area de la
pseudopupila del acocil. Se corrobor6 que 1la dosis elegida era
adecuada utilizando el efecto de diferentes concentraciones (de
1x10™ M a 1x10%®M) de solucién de HDP en Ta amplitud del potencial
de receptor de Tas células retinulares del acocil (datos no
publicados del Tlaboratorio de Cronobiologia de 1a Facultad de

Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México).
4.4 Registros eléctricos

Los registros eléctricos fueron hechos en tallos oculares
aislados. Las réplicas son independientes, esto es, fueron hechas
en tallos oculares diferentes. E1 protocolo que se siguid para
medir tanto el potencial de receptor (PR) de Tlas células
retinulares del acocil, como las corrientes que subyacen a dicha

respuesta eléctrica, se describe a continuacion:

1. Después de que el acocil hubo sido anestesiado por baja
temperatura, se cort6 el tallo ocular desde su base. Con el
fin de tener acceso a la retina se abridé una ventana de
aproximadamente 3 mm’ sobre la capa de quitina del ojo en la
cornea dorsal. E1 tallo ocular extirpado se sumergioé en una
camara de perfusion continua (2 ml de capacidad, 0.5 ml/s
tasa de flujo) dentro de una jaula de Faraday y se mantuvo en

obscuridad constante.

2. Las respuestas eléctricas intracelulares se registraron con
un amplificador Axoclamp 2A (Axon Instruments). ET potencial
de receptor se registr6 usando la configuracién Bridge del
amplificador y las corrientes que subyacen a esta respuesta
eléctrica wusando Tla configuracién “discontinuous single
electrode-switched voltage-clamp”; en este caso el switcheo
se ajusto de acuerdo con la velocidad del electrodo (entre

29



500 y 1,000 Hz). Todas Tlas respuestas se digitalizaron a una
velocidad de 100 ps/punto con Ta interfaz Digidata 1200

Interface (Axon Instruments).

3. Se utilizaron electrodos de vidrio de borosilicato (Kimax-51)
que fueron pulidos hasta obtener una resistencia de 50-70 MQ
una vez que fueron 1llenados con 2.7 M KC1. E1 microelectrodo
se introdujo por Tla ventana hecha en Ta capa de quitina del
ojo con la ayuda de un micromanipulador. E1 criterio para
considerar que el electrodo ha penetrado la membrana de una
célula retinular es Tla deteccidén de una baja subita en el
voltaje, correspondiente al potencial de T1a membrana en
reposo (PMR), y una despolarizacion que se presenta cuando la
preparacion es estimulada con una Tuz de prueba (1,800 lux de
intensidad, 10 ps de duracién) que se genera con un
fotoestimulador Grass (PS33) y se aplica paralelo al eje

Tongitudinal del tallo ocular.

4. Todos 1los protocolos experimentales se Tllevaron a cabo en
obscuridad, bajo temperatura constante (15°C) y en diferentes

momentos del ciclo circadiano.

4.5 E1 efecto de 1a hormona dispersora del pigmento sobre el

potencial de receptor

Una vez que la forma del potencial de receptor (PR) permanecid sin
cambio, el PR se registré cada 2 minutos. Durante los primeros 10
minutos el tallo ocular se perfundié con solucién van Harreveld
(VH) Ta que inmediatamente después fue substituida por 1a solucién
con hormona dispersora del pigmento (HDP). Con el fin de analizar
Ta posible reversibilidad de T1los efectos producidos por Tla
hormona, a partir del minuto 30 del experimento 1la solucion del
bafno fue substituida nuevamente por solucién VH en Ta cual
permaneci6o el tallo ocular por 30 minutos mas. Es 1importante
resaltar que 20 minutos de perfusién con la solucidon experimental
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es un tiempo suficiente para alcanzar el maximo efecto producido

por Ta hormona.

Para Tlevar a cabo el control del experimento se siguieron 1los
pasos que se marcaron anteriormente, excepto que el primer cambio

de solucion (VH a VH conteniendo HDP) es de VH por VH.

4.6 E1 efecto de 1a hormona dispersora del pigmento sobre las

corrientes que subyacen al potencial de receptor

Las corrientes generadas por la Tuz fueron obtenidas estimulando
el tallo ocular con 1la luz de prueba y fijando el voltaje (durante

todo el tiempo) al valor del potencial de membrana en reposo, PMR.

Para observar los efectos del voltaje, durante el pico de Ta
corriente generada por la Tuz se fijo el voltaje a diferentes
valores: con respecto al valor del PMR, desde valores
hiperpolarizados hasta valores despolarizados. Para permitir Tla
recuperacion total de Ta corriente fue necesario dejar que

transcurrieran 2 minutos entre cada pulso.

Es decir: 1) el voltaje se fija al valor del PMR; 2) se manda el
estimulo Tuminoso; 3) durante el pico de la corriente generada por
Ta Tuz el voltaje se fija a -65 mV; 4) después del pico el voltaje
nuevamente se fija al valor del PMR y se deja que transcurran dos
minutos. A partir de este momento los pasos 2) a 4) se repiten,
pero en vez de fijar el voltaje a -65 mV se fija a -55 mV. Esta
secuencia se repite hasta que el voltaje de fijacién durante el

pico de corriente alcance los 115 mV.

Para comparar el efecto del voltaje en la corriente generada por
Ta Tuz con aquélla obtenida en obscuridad total (Unicamente
activada por el voltaje), se siguido un protocolo similar al
descrito en el parrafo anterior. La diferencia fundamental fue que

no se envio el estimulo Tuminoso.
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Es decir: 1) se fija el voltaje al valor del PMR; 2) después de 60
ms se fija el voltaje a un valor hiperpolarizado (-120 mV); 3)
después de 120 ms se hace una fijacién al valor del PMR y se
mantiene durante 10 ms. Inmediatamente después se repite Tla
secuencia de pasos pero en vez de fijar el voltaje a -120 mV se
fija a -100 mV. La secuencia se repite hasta que Tla fijacion de

voltaje alcanza los 120 mV.

Cabe resaltar que no fue necesario esperar 2 minutos entre Tos
pulsos debido a que como no se envia el estimulo Tuminoso no hay
que esperar a que la membrana del fotorreceptor se adapte (ver
secciéon “La adaptacién de 1a membrana revelada por medio del

protocolo de dos estimulos Tuminosos” de “Resultados”.

Para describir algunas propiedades electrofisioldogicas de Tla
membrana de Tlos fotorreceptores del acocil que contribuyen al
fendémeno de adaptacion a la luz, se aplicd una secuencia de dos
estimulos Tuminosos mientras se mantuvo fijo el voltaje al valor
del PMR; el tiempo entre Tos estimulos luminosos varié ya que fue
desde 300 milisegundos hasta 2 minutos.

En todos los casos el potencial de holding fue el valor del PMR.
ET tallo ocular fue perfundido con solucién control (VH) vy

solucidén con HDP.

4.7 Analisis de datos

De cada potencial de receptor se midieron dos parametros: Tla
amplitud y Ta duracién (Figura 7). La diferencia de potencial
desde el PMR hasta el pico se considerd como la amplitud del PR;
el tiempo transcurrido desde que el PR hubo crecido el 20% de su
valor maximo hasta el momento en el que hubo disminuido al 20% de

su valor, se tom6é como la duracién del PR.
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Figura 7: Potencial de receptor de las células retinulares del acocil Procambarus
clarkii ante un estimulo luminoso de 1800 lux y 10 pus de duracién.

Para cuantificar la cinética de la corriente generada por la Tuz
(Figura 8), se midié el tiempo transcurrido desde Tla aplicacion
del estimulo Tuminoso hasta el momento en el que el valor de 1la
corriente alcanz6 el 10% de su valor maximo (latencia, L) y el
tiempo transcurrido desde que 1la corriente alcanzé el 10% hasta
que alcanzo el 50% de su valor maximo (tiempo medio de activaciodn,
ti2). La fase de decaimiento de 1la corriente se ajust6 con el
programa de andlisis Clampfit 9.2 de Axon Instruments, Inc a
Ag t/reorriente, ¢ donde  Teorriente €S 1la  constante de tiempo de
decaimiento, la cual representa el tiempo en el que el valor de 1la
corriente alcanza 1I/e ~ 36.8 % de su valor original. En el caso
del protocolo de Tos dos pulsos se midio el valor de la corriente
al pico (pico de corriente, I,ic); debido a que este valor tiene
una gran variacion (desde 0.7 hasta 1.5 nA) se reportaron 1los

datos normalizados del segundo pulso con respecto al primer pulso
(IpiCOZ/Ipicol) -
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Figura 8: Ejemplo tipico de la corriente generada por la luz en las células retinulares del acocil Procambarus
clarkii ante un estimulo luminoso de 1800 lux y 10 us de duracion.

Cuando se fijé el voltaje, las corrientes fueron medidas al final

de Tos pulsos de voltaje.

En todos 1los casos Tlos resultados fueron expresados como el
promedio =+ 1la desviacion estandar del numero indicado de
experimentos. Para probar si dos o mas poblaciones son
significativamente diferentes se usé el andlisis de varianza de
una via (ANOVA-1 via). Se usdé la hipdétesis nula (el promedio de
todos los conjuntos de datos es igual) o la hipdtesis alternativa
(el promedio de uno o mas de los conjuntos de datos seleccionados
es diferente) para decidir si el promedio del conjunto de datos
era significativamente diferente. E1 nivel de significancia
utilizado fue de 0.05.

Debido a que las pruebas estadisticas asumen que 1los conjuntos de
datos provienen de poblaciones que siguen una distribuciéon normal
con una varianza constante, se aplicaron pruebas de normalidad y
de constancia en la varianza. En el primer caso se usé la Prueba
de Normalidad de Shapiro-Wilk y 1la Prueba Kolmogorov-Smirnov; en
el segundo caso se us6 la Prueba de Levene y se calculd Tla
correlacion del intervalo de Spearman. Todos los datos pasaron las
pruebas de normalidad y de varianza constante. Los calculos
estadisticos fueron hechos con 1los programas SigmaPlot 10.0 vy

OriginPro 7.0 Scientific Graphing and Analysis software.
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Las cantidades calculadas se presentan como el dato calculado = 1la
propagacion de su incertidumbre. Para ajustar Tlos datos
experimentales a alguna ecuacién algebraica se utilizé el método

de minimos cuadrados (OriginPro 7.0 Scientific Graphing and

Analysis software).
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5 Resultados

5.1 E1 efecto de 1a hormona dispersora del pigmento en el
potencial de receptor

En 1la Figura 9A se muestran dos registros representativos del
potencial de receptor (PR), antes y después de 30 minutos de haber
perfundido el tallo ocular en una solucién de hormona dispersora
del pigmento (HDP). La diferencia entre ambos experimentos es el
tiempo circadiano (TC) en el que se llevaron a cabo: a Tas 6 horas
TC y a las 18 horas TC. Se puede observar que dependiendo de 1a
fase del ciclo circadiano en el que se realicen los experimentos,
Ta hormona produce diferentes efectos en la amplitud y Ta cinética
del PR. Las senales se sobrepusieron para facilitar Ta

comparacion.

En Tas Figuras 9B y -C se muestra el efecto de 1a HDP sobre Ta
ampTlitud del PR, de tallos oculares obtenidos cada 2 horas a To
Targo del ciclo de 24 horas (n=7). Con el fin de poder comparar la
dinamica de T1a respuesta a distintas horas circadianas, Tlos
valores fueron normalizados: Ta amplitud promedio durante Tlos
primeros 10 minutos de registro en solucién salina control (VH) se

considero el 100%.

Puede observarse que una vez que la preparacién se perfunde con
solucion de HDP, 1a amplitud del PR disminuye en forma dependiente
del TC. E1 maximo efecto de 1a hormona se observa a las 6 horas TC
(Figura 9B): 1la amplitud del PR decrece 25% de su valor original.
A Tlas 18 horas TC (Figura 9C), 12 horas después, la HDP ejerce su
efecto minimo: 1la amplitud del PR conserva el 95% de su valor

original.

Independientemente del TC, el efecto de Ta HDP en T1las
caracteristicas del PR es 1irreversible. Cuando Ta solucién de HDP

se sustituye por solucién control, no se detecta una recuperacion
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del PR e 1incluso en algunos tiempos circadianos,
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Figura 9: Efecto de la hormona dispersora del pigmento (HDP) en la amplitud del potencial de receptor (PR)
durante diferentes tiempos circadianos (TC) (n=7). (A) Respuestas tipicas de una célula retinular de acocil a

un estimulo luminoso antes (en negro) y después de 30 minutos de perfusidn con HDP (en rojo) en dos
momentos del ciclo circadiano: 6 y 18 horas TC. (B) y (C) Accion de la HDP en la amplitud del PR como
funcidn del tiempo durante 12 momentos del ciclo circadiano. Las flechas indican los momentos de

aplicacién y reemplazo de las soluciones de HDP y van Harreveld (solucidn control). Los experimentos

control fueron hechos para cada hora circadiana (datos no mostrados) aunque sélo se presenta el

correspondiente a la hora circadiana 0 debido a que no hay diferencias significativas entre los controles

durante los diferentes TC. (D) Curva respuesta de la amplitud (ver explicacion en el texto).
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En la Figura 9D se grafica el promedio de Tos ultimos 5 puntos del
curso temporal de la amplitud normalizada del PR, bajo condiciones
control (circulos negros) y experimental (cuadrados azules), como
funcion del tiempo «circadiano. Esta curva se nombré “curva
respuesta de Ta amplitud”. En todos Tlos tiempos circadianos se
encontraron diferencias significativas entre la condicién control
y Tla experimental (ANOVA-1 via con nivel de significancia de
0.05).

Con respecto a la duracién del PR, se puede observar que 1la HDP
también produce cambios dependientes del TC. En 1la Figura 10A se
presentan dos registros representativos del PR a las 12 y 14 horas
TC, antes y después de 30 minutos de haber perfundido el tallo
ocular con solucion de HDP. A Tas 12 horas TC 1la hormona produce
una reduccidén del 33% en la duracion del PR, mientras que a las 14
horas TC induce un 1incremento del 135% con respecto a su valor

original.

Las Figuras 10B y -C muestran el curso temporal de 1la duracion
normalizada del PR, de tallos oculares extirpados cada dos horas a
To Targo del ciclo circadiano (n=7). Entre las 2 y las 12 horas TC
(Figura 10B) 1a duracion del PR disminuye, mientras que entre las
14 y las 24 horas TC (Figura 10C), se incrementa.

Como en el caso de T1a amplitud, la soluciéon de HDP produce efectos

irreversibles en Ta duracion del PR.

La Figura 10D describe 1a grafica de 1la “curva respuesta de
duracién”, que muestra el promedio de Tlos uUltimos 5 puntos del
curso temporal de 1la duracion del PR como funcion del TC, en
condiciones control (circulos negros) y experimental (cuadrados
azules). Cabe resaltar que entre las 12 y Tas 14 horas TC se puede
observar un punto de quiebre: antes de este punto se presenta la
mayor reduccion de su valor original (77%), y después de este
punto, el maximo crecimiento de su valor original (135%). Para

todos Tos TC se encontraron diferencias significativas entre las
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condiciones control y experimental (ANOVA-1 via con un nivel de

significancia de 0.05).
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Figura 10: Efecto de la hormona dispersora del pigmento (HDP) en la duracion del potencial de receptor (PR)
durante diferentes tiempos circadianos (TC) (n=7). (A) Respuesta tipica de una célula retinular de acocil a un
estimulo luminoso antes (en negro) y después de 30 minutos de haber perfundido el tallo ocular con
solucién de HDP (en rojo), durante dos momentos del ciclo circadiano: 12 y 14 horas TC. (B) y (C) Accion de la
HDP en la duracién del PR como funcién del tiempo, durante 12 momentos del ciclo circadiano. Las flechas
indican el momento de aplicacién y el reemplazo de las soluciones de HDP y van Harreveld (control). Los
experimentos control fueron hechos durante distintos momentos del ciclo circadiano (datos no mostrados)
aunque so6lo se muestra el correspondiente a la hora circadiana 0 debido a que no hay diferencias
significativas entre los controles a los diferentes TC. (D) Curva respuesta de la duracidn (ver explicacion en el
texto).

5.2 Las corrientes que subyacen al potencial de receptor
5.2.1 Experimentos control
En 1la Figura 11A se muestra una corriente representativa generada

por un estimulo de Tuz cuando el voltaje de las células se fija al
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valor del potencial de membrana en reposo (PMR). Es importante

hacer notar que Ta luz activa una corriente entrante transitoria.
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Figura 11: Corriente generada por la luz en solucién control (solucidn van Harreveld). (A) Trazo tipico de la
corriente generada por la luz en las células retinulares del acocil cuando el potencial se fija al valor del
potencial de membrana en reposo. (B) Cinética de la corriente generada por la luz como funcién del tiempo
circadiano (TC) (n=10). Se muestra la latencia, L, el tiempo medio de activacion, t;,, y la constante de tiempo
de decaimiento, Teomienre, COMo funcidn del TC. Estos pardmetros se normalizan con respecto a los
correspondientes valores encontrados a las 0 horas TC.

A efecto de describir su cinética, se midieron la Tatencia (L), el

tiempo medio de activaciéon (t,,) y la constante de tiempo de
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decaimiento (Teorriente) . Para una definicion ver la seccion “Andlisis
de datos” de “Materiales y Métodos”. En la Figura 11B se presentan
Tos valores de L, ti,Y Temenwe de experimentos realizados a las 6, 12
y 18 horas tiempo circadiano (TC), normalizados con respecto a los
correspondientes valores encontrados a las 0 horas TC (n=10). Es
interesante sefalar que los datos dependen del tiempo circadiano
durante el cual se 1llevd a cabo el registro eléctrico (ver Tabla
1.

L (mS) ti (mS) Tcorriente (mS)

0 horas TC | 38.1+1.3 | 17.0+0.9 [ 109.1+6.2

6 horas TC | 49.0+1.4 | 19.6%1.4 76.7+£7.7

12 horas TC| 58.2+2.8 | 20.2+3.5 | 125.8+10.2

18 horas TC| 68.3+4.4 | 29.6+4.1 98.1+4.8

Tabla 1: Cinética de la corriente entrante dependiente del tiempo, generada por la luz como funcion del
tiempo circadiano (TC) cuando el tallo ocular se perfunde con solucién control. Se muestran los valores de
latencia, L, tiempo medio de activacion, ti,, y constante de tiempo de decaimiento, Teriente (1=10).

Tanto 1la Tlatencia como el tiempo medio de activacion, se
incrementan durante el ciclo de 24 horas hasta que alcanzan sus
valores maximos a las 18 horas TC: 179 y 174% mas grandes que Tlos
encontrados a las 0 horas TC. Es importante notar que el maximo
incremento de Tcorrience (45%) ocurre entre las 6 y las 12 horas TC.

Con el fin de dilucidar si Ta conductancia activada por la Tluz
depende del potencial de membrana, se aplicé un protocolo de
pulsos I-V estandar en el pico de 1a corriente. Si quisiéramos
obtener la curva I-V generada exclusivamente por la luz habria que
excluir la corriente, que llamaremos corriente de 1la obscuridad,
generada por un protocolo de pulsos I-V sin estimulo Tluminoso.
S6lo si ambas corrientes fueran independientes se podria restar Tla

generada en la obscuridad a 1la generada por el estimulo luminoso.

41



Sin embargo no tenemos evidencias que nos permitan suponer este
hecho. A To largo de este trabajo hablaremos de Tlas
caracteristicas de 1la curva I-V generada por Ta luz considerando
gqgue se esta ante una mezcla de fendomenos: el generado
exclusivamente por el estimulo Tuminoso y el generado en

obscuridad.

En el protocolo de pulsos I-V el potencial se varié de los -65 a
+115 mV en incrementos de 20 mV con pulsos de 50 ms de duracidn
(Figura 12A). Los pulsos se aplicaron cada 2 minutos para permitir
Ta recuperaciéon total de Ta corriente. Antes del pulso de Tluz el
voltaje se fijé al valor del PMR y por tanto la corriente medida
fue cero. En Ta Figura 12B se presenta el promedio de Tlas
relaciones I-V obtenidas con el protocolo descrito en A (n=7).

Debe hacerse notar que la corriente varia Tlinealmente con el
voltaje, 1o cual demuestra que, dentro del intervalo de voltajes
considerados, 1la conductancia que subyace, g, no depende del
voltaje. E1 valor negativo del potencial de inversion, Ere,

demuestra que Ta corriente no proviene de una conductancia fuga.

Es interesante hacer notar que durante el ciclo circadiano (0, 6,
12 y 18 horas TC) Tlas relaciones I-V son siempre Tlineales, pero
que los parametros g y Er. dependen del TC (Tabla 2). Mas aun, Tlas
Figuras 12C y -D muestran que cuando estos parametros se
normalizan con respecto a los valores correspondientes encontrados
a las 0 horas TC (n=7), se revela una variacion peridédica en Ta
que Ta maxima conductancia ocurre durante la noche subjetiva (0-12
horas TC), To cual corresponde al momento en el que se obtiene la
maxima amplitud en el ritmo del electrorretinograma (ERG). También
se hace notar 1la sorprendente variacién en E,. como funciéon del
tiempo circadiano. Estos hechos implican que tanto la probabilidad
de Ta apertura de los canales 1i6nicos implicados en la respuesta
eléctrica a Ta 1luz de Tas células fotorreceptoras, como Tla

permeabilidad a los 1iones 1implicados en Ta respuesta eléctrica a
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Ta luz no son uniformes, varian peridédicamente a 1o Tlargo del
ciclo de 24 horas.
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Figura 12: (A) Protocolo de pulsos I-V aplicados en el pico de la corriente activada por la luz cuando el tallo
ocular se perfunde con solucién VH. El procedimiento experimental fue hecho a las 0 horas tiempo
circadiano (TC). (B) Relacidn lineal entre el voltaje y la corriente. La grafica corriente-voltaje fue hecha a las
0 horas TC. La conductancia, g, (C) y el potencial de inversion, E,., (D) fueron normalizados con respecto a
los valores encontrados a las 0 horas TC (n=7).

43



0 horas TC 6 horas TC 12 horas TC 18 horas TC
g 39.4+1.2 nS | 40.1+0.2 nS | 24.6+x0.2 nS | 23.3+0.3 nS
Erev | -28.5+0.3 mV | -16.1+0.8 mV | -31.0+1.2 mV | -43.2+1.2 mV

Tabla 2: Conductancia, g, y potencial de inversidn, E,.,, del protocolo de pulsos |-V aplicado en el pico de la
corriente activada por la luz cuando el tallo ocular es perfundido con solucidn control en diferentes tiempos
circadianos (TC) (n=7).

Para comparar el efecto del voltaje en Tlas corrientes generadas
por la Tuz con Tlas corrientes generadas en 1la obscuridad, se
siguid un protocolo de pulsos despolarizantes en obscuridad total.
En la Figura 13A se muestra una familia representativa de trazos
de corriente provocados por pulsos de voltaje despolarizantes de
120 ms aplicados desde un potencial hiperpolarizante de -120 mV en

incrementos de 20 mV, obtenidos a las 0 horas TC.

En Ta Figura 13B se muestra la relacidon I-V obtenida durante las 0O
horas TC. Como puede observarse, se trata de una relacidén lineal,
To que demuestra que las conductancias que subyacen a la corriente
no dependen del voltaje. El ajuste por minimos cuadrados indica
que el valor de la conductancia de la célula fotorreceptora en Tla

19.1+0.6
-40.7¥1.4 mV (n=7).

sefala que la corriente registrada no proviene de una conductancia

obscuridad, gos, es de nS y que su potencial de

es de Este valor negativo

inversion, Erevobs,

de fuga inespecifica.

La conductancia de la corriente obtenida en la obscuridad de la
célula fotorreceptora, es funcién del tiempo circadiano (Tabla 3).
13C se

normaliza con respecto a su valor encontrado a Tas 0 horas TC, hay

En 1a Figuras muestra que cuando este parametro se

una variacioéon peridédica (n=7). Al idigual que para Tlas corrientes
generadas por 1la luz, 1la maxima conductancia ocurre durante Tla

noche subjetiva.
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0 horas TC 6 horas TC 12 horas TC 18 horas TC

Gobs 19.1+0.6 nS | 35.7+1.3 nS | 16.8+0.9 nS | 13.7+0.4 nS

Erevors | -40.7+1.4 mV | -40.1+1.5 mV | -46.2+1.9 mV | -49.6x1.2 mV

Tabla 3: Conductancia, g.ss, Y potencial de inversion, E,...ss, del protocolo de pulsos |-V aplicado en obscuridad
total y cuando el tallo ocular es perfundido con solucién control en diferentes tiempos circadianos (TC) (n=7).

En 1o que respecta al potencial de inversién, se encuentra que es
uniforme a lo largo del ciclo circadiano (Tabla 3). En 1la Figura
13D (n=7) se muestra que cuando este parametro se normaliza con
respecto al valor encontrado a Tlas O horas TC, no hay una
variacion periodica (no hay una diferencia significativa, ANOVA-1
via, nivel de significancia 0.05). Esto implica que Tla
permeabilidad a Tlos 1iones involucrados en 1la corriente en 1la

obscuridad, no varia a 1o largo del ciclo de 24 horas.

Si se comparan (a la misma hora circadiana) Tlas relaciones I-V
obtenidas en Tla obscuridad con las que se obtienen al aplicar un
pulso de Tuz, se comprueba que el estimulo luminoso provoca un
incremento significativo en Ta conductancia, excepto a las 6 horas
TC, (ANOVA-1 via, nivel de significancia 0.05) y un desplazamiento
también significativo en el potencial de inversién (ANOVA-1 via,
nivel de significancia 0.05) hacia potenciales mas positivos
(Figura 14, n=7).
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Figura 13: (A) Trazos de la corriente generada por pulsos de voltaje despolarizantes aplicados a una célula
fotorreceptora en solucion control a las 0 horas tiempo circadiano (TC) en obscuridad total. (B) Relacion
lineal I-V obtenida a partir del protocolo mostrado en A. (C) Conductancia, gos, Y (D) potencial de inversién,
E..vobs de las corrientes obtenidas en obscuridad como funcién del TC, en condiciones control (n=7).

Los cambios en la conductancia y el potencial de inversion debidos
al estimulo luminoso dependen de Ta fase del ciclo circadiano. En
Ta Tabla 4 se comparan la conductancia y el potencial de inversion
de Tlas corrientes obtenidas cuando se estimula con un pulso de
Tuz, con aquéllos obtenidos en obscuridad, como funcioéon del tiempo
circadiano (n=7).
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0 horas TC| 6 horas TC| 12 horas TC| 18 horas TC
9/ Gobs 2.1+0.1 1.1+0.1 1.5+.0.1 1.7+0.1
Erev—-Erevops | 12.2+1.7 24+2.3 15.2+3.1 6.4+2 .4

Tabla 4: Cambios en los valores de la conductancia, g, y el potencial de inversion, E,.,, de las corrientes
generadas por la luz de las células fotorreceptoras de acocil cuando se comparan con los experimentos en los
que el tallo ocular se mantiene en obscuridad continua (gos Y Erevoss). LOS registros se realizaron en diferentes

tiempos circadianos (TC) mientras el tallo ocular se perfundia con solucién control (n=7).

o Loz
e Obscuridad

w
1

Corrientes (nA)
N
|

T
50

|
100

Voltaje (mV)

Figura 14: Relacidn |-V correspondiente a pulsos de voltaje despolarizantes en obscuridad
(circulos obscuros) y durante la aplicacién de un estimulo luminoso de prueba (circulos
claros). Note los cambios en la conductancia y en el potencial de inversion.
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5.2.2 E1 efecto de 1a hormona dispersora del pigmento en Tas

corrientes que subyacen al potencial de receptor

De acuerdo con el tiempo circadiano (TC), la hormona dispersora
del pigmento (HDP) afecta Ta cinética de la corriente generada por
Ta Tuz. En Ta Tabla 5 se presentan los valores de latencia, Luoe,
tiempo medio de activacién, tiomem Yy constante de tiempo de
decaimiento, Teorrientecvry, como funcidén del TC cuando el tallo ocular

es banado con solucién de HDP (n=10).

L ¢roe) t1/2¢HoP) Tcorriente(HDP)

(ms) (ms) (ms)

0 horas TC | 45.4+1.6 | 13.0+1.4 89.1+3.4

6 horas TC | 60.4+1.9 | 35.4+0.8 | 105.6+6.6

12 horas TC| 47.6+x2.1 | 14.0+1.6 56.2+2.5

18 horas TC| 48.3+3.0 [ 20.0+1.9 93.8+4.1

Tabla 5: Cinética de la corriente entrante dependiente del tiempo, generada por la luz, como funcién del
tiempo circadiano (TC) cuando el tallo ocular se perfunde con solucién con hormona dispersora del pigmento
(HDP). Se muestra la latencia, Lpp), €l tiempo medio de activacion, tiuoe), Y la constante de tiempo de
decaimiento, Temienteror) (N=10).

En Ta Figura 15 se grafican estos parametros normalizados con
respecto a los correspondientes valores obtenidos en su
experimento control (n=10). Puede observarse que el maximo efecto
se obtiene durante la noche subjetiva.

La modificacion provocada por 1a HDP en T1a cinética de Ta
corriente generada por la 1luz, sugiere la existencia de una
variacion temporal regulatoria en algun(os) punto(s) de la cascada
de senalizacidén que conecta al receptor de T1a HDP con 1la

conductancia de la membrana.
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Al aplicar el protocolo I-V en el momento en el que la corriente
generada por la 1luz alcanza su pico en presencia de la HDP, se
encuentra, al 1igual que en Tlos experimentos control, que Tla
corriente activada por Ta Tuz varia linealmente con el voltaje. Al
comparar con 1los experimentos control se observa que la hormona
modifica Tlos valores en Ta conductancia y en el potencial de
inversion de dicha corriente y que 1o hace de una manera

dependiente del tiempo circadiano (Tabla 6, n=10).

— m— Latencia pp)
——f
1.8 4 Q 1/2 (HDP)

/ ! — wv— Tcorriente (HDP)
1.6 4 / \

1.4 S

-

1.2 S

H
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o -
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Valor normalizado

0.8

0.6

0.4

Figura 15: Efecto de la hormona dispersora del pigmento (HDP) en la
cinética de la corriente generada por la luz. La latencia, Lypp), €l tiempo
medio de activacién, t;mop), Y la constante de tiempo de decaimiento,

Teorriente(rior), fU€ron normalizadas con respecto a los valores obtenidos en el
correspondiente experimento control. Es importante hacer notar que los
efectos de la HDP dependen del tiempo circadiano.

En 1la Figura 16A se grafica la conductancia, g, normalizada con
respecto a sus correspondiente valor control, g, como funcion del
tiempo circadiano (n=7). Durante Tla noche subjetiva (0-12 horas
TC) Ta HDP provoca wuna disminucién significativa en este
parametro (ANOVA-1 via, nivel de significancia 0.05), coincidiendo
con el momento durante el cual este péptido ejerce su maximo
efecto inhibitorio en 1la amplitud del potencial de receptor
(Figura 9).

49



0.2 . . T :
0 6 12 18 24
Tiempo circadiano (horas)

- -_
—_ N
L )

i

-
o

rev(HDP)/E rev
o o o
~ o] [{e]

E
o o
o o

©
»

6 12 18 24
Tiempo circadiano (horas)

o

Figura 16: Efecto de la hormona dispersora del pigmento (HDP) en la
conductancia, guor (A), y en potencial de inversion, Eeymor) (B), del
protocolo de pulsos |-V aplicado en el pico de la corriente activada por
la luz como funcidn del tiempo circadiano (TC). Todos los valores se
normalizaron con respecto a su experimento control (g y E.). Es
importante hacer notar que la HDP tiene un efecto dependiente del TC
(n=7).
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0 horas TC 6 horas TC 12 horas TC 18 horas TC

9cor) 24.4+0.2 nS | 24.4+0.5 nS| 23.1+1.0 nS | 22.7+0.7 nS

Erevawry | -29.7+0.4 mV | -8.7+0.9 mV | -22.5+0.9 mV | -47.8+x1.1 mV

Tabla 6: Conductancia, guor) Y potencial de inversion, E..,pr) Obtenidos a partir del protocolo de
pulsos |-V aplicados en el pico de la corriente generada por la luz cuando, el tallo ocular se
perfunde con solucién de hormona dispersora del pigmento (HDP) en diferentes tiempos

circadianos (TC) (n=10).
Con respecto al potencial de inversién, Erear (Figura 16B, n=7),
es claro que el efecto de Ta HDP también ocurre durante Ta noche
subjetiva: hay un desplazamiento de Eroawry hacia valores menos

negativos.

Con el fin de establecer el efecto de 1la HDP en Tlas corrientes
generadas en la obscuridad por pulsos de voltaje, se siguié un
protocolo de aplicacion de pulsos despolarizantes a la célula en
obscuridad total, mientras el tallo ocular era perfundido con Ta
solucion experimental. En Tla Figura 17A se muestra una familia
representativa de trazos de corriente de un experimento realizado
a las 0 horas TC. Con respecto a la misma corriente, pero obtenida
en solucién fisiolégica, se observa una disminucién en Tla
conductancia con un mayor efecto en las corrientes entrantes

comparado con las salientes (Figura 17B, n=12).

ET ajuste por minimos cuadrados usando Tlos cinco datos mas
despolarizados indican que Gosawriowr = 17.4+0.2 nS = 0.9gwss; usando
Tos cuatro datos mas hiperpolarizados se obtiene QGopsqorryin =
10.6x0.2 nS

Erevobsciory S€ encontré que la hormona produce un desplazamiento de

0.5gws. Con respecto al potencial de inversion,

-7.5 mV comparado con el experimento control, Erewoss: Erevobsciory =
-48.2+0.8 mV.

Tanto la conductancia de la corriente de Ta célula fotorreceptora
obtenida en Ta obscuridad mientras el tallo ocular es perfundido

con solucién de HDP, como su potencial de inversion, son funciones
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del tiempo circadiano (Tabla 7, n=12).

gue en estas condiciones experimentales todas las relaciones I-V

Es importante hacer notar

son “lineales a pedazos”. Por tanto se muestran Tla conductancia
correspondiente a la corriente entrante, gowsmrin, Y @ la corriente

saliente, Gobscoriout-

En las Figuras 18A y -B se muestra que cuando las conductancias de

entrada y salida y el potencial de inversion se normalizan con

respecto a sus correspondientes experimentos control, hay una

variacion periddica (n=7). Al 1igual que en Tlos registros en 1los
que se aplicd un estimulo Tuminoso, el maximo efecto de 1la HDP en
Ta conductancia y en el potencial de inversiéon ocurre durante la

noche subjetiva.

0 horas TC 6 horas TC | 12 horas TC | 18 horas TC
Gobs (HDP) in 10.6+0.2 nS | 9.7+0.3 nS 9.6+0.3 nS | 11.0+0.5 nS
Gobs (HDPIout 17.4+0.2 nS | 16.4+0.3 nS | 16.9+0.4 nS | 14.4+0.4 nS
E'revobs cior -48.2+0.8 mV|-59.3+0.7 mV|[-52.2+1.4 mV|-56.3+1.3 mV

Tabla 7: Conductancia de la corriente entrante y saliente, Gobsnor)in Y Gobsioriout, Y POtencial de inversion,

E evobsinior) del protocolo de pulsos I-V aplicado en obscuridad total cuando el tallo ocular es perfundido con

solucién de hormona dispersora del pigmento (HDP) como funcién del tiempo circadiano (TC) (n=12).
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Figura 17: (A) Familia de trazos de corriente generada por pulsos de voltaje
aplicados a una célula fotorreceptora bafiada con solucién de hormona
dispersora del pigmento (HDP) a las 0 horas tiempo circadiano. (B) Relacién |-V
obtenida del protocolo mostrado en A (triangulos, solucién control; circulos,

solucion experimental) (n=12).
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: (A) Efecto de la hormona dispersora del pigmento

(HDP) en las conductancias de las corrientes entrante , gobsmor)in, Y
saliente, gopsmoriou, Y (B) €n el potencial de inversion, Ejeyopsior), del
protocolo de pulsosl-V aplicado en obscuridad total cuando como

funcidn del tiempo circadiano (TC). Todos los valores se
normalizaron con respecto a su experimento control. Es

importante hacer notar que la HDP tiene un efecto dependiente

del TC (n=7) .
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5.3 La adaptacion de 1a membrana revelada por medio del

protocolo de dos estimulos luminosos
5.3.1 Experimentos control

En Ta Figura 19A se muestran los trazos tipicos de la corriente
generada por la Tluz cuando se fija el potencial al valor del
potencial de membrana en reposo y Tla célula fotorreceptora es
estimulada por una secuencia de dos estimulos luminosos, mientras
el tallo ocular se perfunde con solucion control. Las sefales se

sobrepusieron para facilitar su comparacion.

Puede observarse que Ta cinética de 1la corriente generada por el
segundo estimulo Tuminoso, cambia con respecto a Tla cinética de Tla
corriente generada por el primer estimulo. Estos cambios dependen
tanto del intervalo entre estimulos, como de la hora circadiana en
Ta que se realiza el experimento. En Tas Figuras 19B-E (n=7) se
grafican Tos parametros que caracterizan a la cinética de Ta
corriente generada con el segundo estimulo luminoso, normalizados
con Tos parametros encontrados con el primer estimulo, como
funcidén del tiempo entre estimulos. Se muestra 1la corriente al
pico, I,icoc, la Tlatencia, L, el tiempo medio de activacién, ti., Yy
Ta constante de tiempo de decaimiento, Terrienre (para una definicion
ver la seccién “Andlisis de datos” de “Materiales y Métodos”).
S61o se presentan Tlos experimentos realizados en Tlos distintos

tiempos circadianos que fueron significativamente diferentes.
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Figura 19: Respuesta de la célula fotorreceptora a un par de estimulos luminosos en solucién control.
(A) Corrientes tipicas (subrepuestas) que se obtienen a partir del protocolo de dos estimulos luminosos.
En este caso el tiempo entre estimulos es de 700 ms y el registro se realizé a las 0 horas tiempo
circadiano (TC). En negro se muestra la corriente generada por el primer estimulo luminoso y en rojo la
generada por el segundo estimulo. Se muestran los cambios en la cinética de la corriente generada por
el segundo estimulo, normalizados con respecto a los parametros de la corriente generada por el
primer estimulo, como funcidén del tiempo entre estimulos. (B) Corriente al pico, |, (C) latencia, L, (D)
tiempo medio de activacion, ty,, y (E) constate de tiempo de decaimiento, Tcoriente- EN cada caso se
muestran los cursos temporales para distintos TC (ver texto para mas detalles)(n=7).

Los cursos temporales de la corriente al pico a las 6, 12 y 18
horas tiempo circadiano (TC) no son significativamente diferentes
entre ellos, pero si con respecto al curso temporal obtenido a las

0 horas TC. En 1o que respecta a la latencia, se encontrd que no
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hay una diferencia significativa entre Tlos cursos temporales
obtenidos a las 0, 12 y 18 horas TC, pero si con respecto al curso
temporal obtenido a las 6 horas TC. En el curso temporal del
tiempo medio de activacién no se encontrdé una dependencia con Tla
fase del ciclo circadiano. Finalmente, entre los cursos temporales
de la constante de tiempo de decaimiento de Tlas 6, 12 y 18 horas
TC no se encontrd una diferencia significativa entre ellos, pero

si con respecto al curso temporal obtenido a las 0 horas TC.

En general 1a efectividad en Ta adaptacion de 1a membrana al
segundo estimulo se incrementa con el tiempo entre estimulos hasta
que alcanza su valor maximo a los 2 minutos. A partir de este
tiempo no hay diferencia entre Ta cinética de 1la corriente
generada por el primer estimulo y Tla generada por el segundo

estimulo.

Para caracterizar Tos cursos temporales se ajustaron a una funciodn
del tipo f(t)=1-e¥™ en el caso de Ta corriente pico, o una del
tipo f(t)=1+Ae’”"™ en los demas casos; T es la constante del tiempo
de recuperacién y A+1 el valor de la funcién en el tiempo 0. En Ta
Tabla 8 se indican Tlos valores de T y de A como funciéon del

tiempo circadiano.

5.3.2 E1 efecto de 1a hormona dispersora del pigmento en Ta

adaptacion de 1la membrana

En Tas Figuras 20A-C se muestra el efecto de 1a hormona dispersora
del pigmento, HDP, en Ta capacidad de adaptacion de la membrana de
Ta célula fotorreceptora, revelada a través del protocolo de dos
estimulos Tluminosos (n=7). Los registros experimentales se
Tlevaron a cabo a 1o largo de todo el ciclo circadiano (0, 6, 12 y
18 horas tiempo circadiano, TC) y sélo se encontraron diferencias
significativas en la cinética de la corriente transitoria generada
por la luz con respecto a los experimentos control, a las 6 horas
TC. Incluso a esta hora no hay una diferencia significativa en el

parametro tiempo medio de activacion.
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Figura 20: Respuesta de la célula fotorreceptora a un par de estimulos luminosos en solucién control
(circulos) y con hormona dispersora del pigmento (HDP) (tridngulos) a las 6 horas tiempo circadiano (TC). Se
muestran los cambios en la cinética de la corriente generada por el segundo estimulo, normalizados con
respecto a los parametros de la corriente generada por el primer estimulo, como funcién del tiempo entre
estimulos. (A) Corriente al pico, /i, (B) latencia, L, y (C) constate de tiempo de decaimiento, Tomiente- SOlO @
esta hora y para estos parametros se encontraron diferencias significativas con los experimentos control
(n=7).
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TC C(horas) 0 6 12 18

Tpicoz/Ipicor (m.;) 464 .5+25.2 |250.0+£10.7 |247.4+12.9] 253.9+9.3
T 456.5+15.7 | 200.1+10.3 |437.4+13.4|463.2+20.1

(ms)

L:/L;

0.49+0.03 0.72+0.05 0.46+0.05 ]| 0.43+0.04
T 555.5+21.3 | 534.8+14.2 |570.8+19.9|546.9+23.8

(ms)

tiz22/t1/21

0.39+0.07 0.43+0.09 0.33+0.1 | 0.35+0.08
T 294.1+15.6 | 454.5+16.7 |465.3+12.9|478.4+19.0

(ms)

Tcorr"ientez/ Tcorrientel

1.54+0.30 2.45+0.59 2.37x0.34 | 2.21+0.29

Tabla 8: Constante de tiempo de recuperacion, t, y valor de la funcidn en el tiempo cero menos una unidad,

A, para los cursos temporales de la corriente al pico, /i, la latencia, L, el tiempo medio de activacion, ti, y

la constante de tiempo de decaimiento, Terienre, Obtenidos con el protocolo de los dos estimulos luminosos en
solucién control en diferentes tiempos circadianos (TC) (n=7).

Al igual que en los experimentos control, los cursos temporales de
corriente
del
o una del tipo

Tos parametros que caracterizan Tla cinética de Ta

generada por Ta Tluz, se ajustaron a wuna funcidn tipo

f(t)=1-eV/"™"” @an el caso de la corriente pico,
F(t)=1+Awwp e ™™ en Tlos demas casos. En Ta Tabla 9 (n=7) se
indican Tlos valores de Tuwp del

comportamiento

y  Awor curso temporal de Tos

parametros que tienen un significativamente
diferente al experimento control, asi como el porcentaje de cambio

de Twor Y Amory con respecto a Ty A (de Tos experimentos control).

Puede observarse que a las 6 horas TC 1a HDP provoca que, para los

parametros corriente al pico y latencia, la efectividad en Ta

adaptacion de la membrana sea mucho mas lenta: Tas constantes del

tiempo de recuperacion son 10.0 y 2.8 veces mas grandes. Sin

embargo, también se debe tomar en cuenta que la diferencia entre

estos parametros de la corriente generada con el primer y segundo
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estimulos, es mucho menor comparado con la situacidon control: en
el caso de Ta Tlatencia el valor de Awer es 0.4 veces menor. Con
respecto a la constante de tiempo de decaimiento la situacién se
invierte. La HDP -incrementa Tla efectividad en Ta adaptacién de
este parametro: Tla constante del tiempo de recuperacion disminuye
0.41 veces con respecto a los experimentos control; para el valor

de A@or no se encontrd una diferencia significativa.

6 horas TC
T cHpp)

Tpicocror) 2.5+0.4 s

Lyicoawr)/Ipico 10.0+2.0
T cor) A o)
L cor» 555.5x7.3 ms |0.29+0.02
Leory /L 2.8+0.2 0.40+0.06

T Hop) Acory

Tcorriente(HOP) 185.2+10.3 ms |3.57+0.12
Tcorrientecpr)/ Teorriente 0.41+0.04 1.45+0.40

Tabla 9: Constante de tiempo de recuperacidn, tupp), y valor de la funcidn en el tiempo cero menos una
unidad, Apop), para los cursos temporales de la corriente al pico, licomor), 12 latencia, Lype), ¥y la constante de
tiempo de decaimiento, Teomientenor), Obtenidos con el protocolo de los dos estimulos luminosos en solucién
con hormona dispersora del pigmento (HDP) a las 6 horas tiempo circadiano (TC). Se compara el valor de

Tiuor) Y Amop) CON l0os mismos parametros pero obtenidos en el experimento control (n=7).
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6 Discusion

6.1 E1 efecto de 1a hormona dispersora del pigmento en el

potencial de receptor

La respuesta eléctrica a la luz de Tos fotorreceptores depende de
Ta disponibilidad i6nica de T1a célula. La concentracién de calcio
en el citoplasma, la cual es funcion de Ta condicién Tuminosa
previa, es también un factor determinante (Fuentes-Pardo y cols.,
1984; Hernandez-Falcén y Fuentes-Pardo, 1991). Cuando Tlas células
retinulares estan adaptadas a 1la obscuridad, Ta amplitud y Tla
duracion de la respuesta eléctrica a un estimulo Tuminoso breve,
son grandes comparadas con las obtenidas cuando Tas células estan
adaptadas a 1la Tluz. Los datos experimentales sugieren que Tla
concentracion de calcio intracelular es mayor en el estado de
adaptacion a la Tuz que en el estado de adaptacién a la obscuridad
(Brown y Blinks, 1974).

Por otra parte, la hormona dispersora del pigmento (HDP) modifica
Ta excitabilidad de 1a célula fotorreceptora de wuna manera
dependiente del tiempo circadiano. Cuando se aplica, la amplitud y
Ta duracién del potencial de receptor (PR) varian de acuerdo con
Ta fase del ciclo de 24 horas (Figuras 9A y 10A). Estos cambios
(Figuras 1B-C y 2B-C) sugieren que hay una variacion temporal en
Tas rutas bioquimicas que conectan al receptor de HDP con Tlas

conductancias iodénicas que subyacen al PR.

Con respecto a la amplitud del PR, se encontré que durante las 0 y
Tas 12 horas tiempo circadiano (TC), Ta HDP produce efectos
mayores a los obtenidos entre las 12 y Tlas 24 horas TC (Figuras
9B-D). Los efectos mas pequeios producidos por el péptido
probablemente se deben a una desensibilizacién de su receptor
(Sibley y cols., 1987), ya que coinciden con el maximo nivel
enddgeno de HDP (Hernandez-Falcén y cols., 1987).
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Otro de los efectos se presentan sobre Tla duracién del PR. Quedod
demostrado que durante 1a noche subjetiva, entre las 0 y las 12
horas TC, el péptido provoca una disminucion en este parametro,
mimetizando 1la respuesta en el estado de adaptacion a Ta Tluz
(Figuras 10B y -D). En contraste, durante el dia subjetivo (entre
Tas 12 y las 24 horas TC), Ta hormona incrementa la duracion del
PR (Figuras 10C-D) mimetizando Ta respuesta en el estado de

adaptacion a la obscuridad.

Debido a que el calcio intracelular es un factor clave que modula
Ta duraciéon del PR (Lisman y Brown, 1975; Hernandez-Falcon vy
Fuentes-Pardo, 1991) y que el receptor a HDP (ver 1la seccion “El
factor dispersor del pigmento” de “Antecedentes”)
predominantemente senaliza por medio de AMPc, es plausible
proponer que la HDP actua mediante el AMPc en 1la modificacion de

la concentracidén de calcio intracelular.

La accidn irreversible de 1a HDP sobre el PR (Figuras 9B-C, 10B-C)
sugiere que 1la HDP 1inicia una cascada de senalizacidon cuyos
efectos no desaparecen al menos durante el tiempo en el que se
realiza el experimento. Las diferencias entre Tlas curvas de
respuesta de amplitud y de duracion (Figuras 9D y 10D) son una
muestra de la complejidad de Ta accion de la HDP, y refuerzan la

idea de que ésta actua por medio de una cascada de sefalizacion.
6.2 Las corrientes que subyacen al potencial de receptor
6.2.1 Experimentos control

La cinética de Ta corriente entrante transitoria generada por 1la
Tuz (Figura 11A) varia a lo largo del ciclo circadiano (Figura 11B
y Tabla 1). Esto 1implica que el estado fisiolégico de Tlos
fotorreceptores del acocil también varia durante el ciclo de 24
horas.

En Ta Figura 11B se puede observar que durante el dia subjetivo,

(12-24 horas tiempo circadiano, TC), los valores de Tlatencia y
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tiempo medio de activacién son grandes comparados con Tlos de 1la
noche subjetiva. Debido a ello se puede afirmar que durante el dia
subjetivo, Ta activacién de Tla corriente generada por la Tuz es
Tenta comparada con la activacion de la corriente durante Ta noche
subjetiva, 1o que indica que la velocidad en la respuesta a la luz
de Tlas células fotorreceptoras del acocil cambia a To Tlargo del

ciclo circadiano, y es mayor durante la noche subjetiva.

Por otra parte, el hallazgo que T1la constante de tiempo de
decaimiento de 1la corriente varia 1independientemente de Tla
Tatencia y el tiempo medio de activacion (Figura 11B y Tabla 1),
sugiere que los mecanismos que modulan 1la amplitud y la duracion

del potencial de receptor son independientes.

También se encontrdo que la corriente generada por la luz (en el
entendido de que se estd ante una mezcla de fenomenos: el generado
exclusivamente por el estimulo Tluminoso y el generado en 1la
obscuridad; ver “Experimentos control” de Ta seccién “Las
corrientes que subyacen al potencial de receptor” de “Resultados”)
presenta una relaciéon lineal I-V con un potencial de inversioén FEr
negativo (Figuras 12A y -B y Tabla 2). Este potencial difiere del
potencial de equilibrio estimado para los principales iones (Na“,
Ca’*, K*) 1implicados en Tla respuesta eléctrica a la luz de Tlos

fotorreceptores del acocil (ver Apéndice Los potenciales de
equilibrio de Tos principales 1iones 1implicados en Ta respuesta
eléctrica a la luz del acocil”), To que muestra que Tla corriente
activada por Ta 1luz no es selectiva a una especie idnica en
particular, 1o que nos 1lleva a proponer que el valor de E,. esta
dado por el promedio de los potenciales de equilibrio individuales
ponderados por sus respectivas conductancias relativas (Nicholls y

cols. 2001; Hille, 2001).

Se encontré también que hay wuna variacion circadiana en Tla
conductancia (g) y en el potencial de 1inversién de Tla corriente
generada por Tla Tuz (Figuras 12C-D y Tabla 2). Esto sugiere que la

probabilidad de apertura de los canales implicados en la respuesta
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eléctrica, y Tla permeabilidad a los 1iones implicados dependen de
Ta fase del «ciclo «circadiano. Se encontré que Ta mayor
conductancia y el potencial de inversién mas despolarizado ocurren
durante 1a noche subjetiva, 1o que haria suponer un incremento en
tanto en Ta probabilidad de apertura de Tlos canales +implicados

como en la permeabilidad a los iones de Na* y/o Ca*.

Se encontr6 que, en 1la obscuridad, se establece una relacion
Tineal entre la corriente y el voltaje (Figuras 13A y -B), con un
potencial de inversion Er.os nhegativo diferente del potencial de
equilibrio de los principales iones (Na*, Ca*, K*) implicados en la
respuesta eléctrica a la luz de los fotorreceptores visuales del
acocil (ver Apéndice “Los potenciales de equilibrio de Tos
principales 1iones 1implicados en la respuesta eléctrica a la luz
del acocil”). De aqui se infiere que Ta corriente en Ta obscuridad
no es selectiva a alguna especie id6nica particular. Al igual que
el caso en el que se aplica un estimulo de luz, es posible que el
valor de Ereons €sté dado por el promedio de Tlos potenciales de
equilibrio individuales ponderados por sus conductancias relativas
(Nicholls y cols., 2001).

A diferencia del caso en el que se aplicdé un estimulo de luz, no
hay variaciones circadianas en el valor de Ereos (Figura 13D vy
Tabla 3), aunque si en el valor de la conductancia, gwms, (Figura
13C y Tabla 3). Al igual que cuando se aplica un estimulo de Tuz,
Ta mayor conductancia se presenta durante la noche subjetiva, Tlo
que sugiere un cambio circadiano en la probabilidad de apertura de
Tos canales 1implicados en Tla respuesta eléctrica, pero no en la
permeabilidad a Tos iones implicados.

Al comparar las relaciones I-V obtenidas en 1la obscuridad con Tas
que se presentan al aplicar un pulso de Tuz (Figura 14 y Tabla 4),
se observa un incremento significativo en la conductancia, excepto
a las 6 horas TC. En To que respecta al potencial de inversién, Tla
Tuz, a 1o Tlargo de todo el ciclo «circadiano, 1induce wun

desplazamiento significativo del potencial de 1inversiéon hacia

64



valores menos negativos. Esto hace suponer que 1la luz induce 1la
apertura de canales que tienen una permeabilidad alta al Na* y/o

Ca2+

Los cambios que muestran el 1incremento en 1la conductancia y el
desplazamiento en el potencial de 1inversién hacia valores menos
negativos provocados por 1la Tuz durante el ciclo de 24 horas,
parecen ser la expresidén de cambios circadianos de 1la sensibilidad
de Tos fotorreceptores visuales. Se hace notar que a las 6 horas
TC, T1a 1luz no provoca un incremento significativo en Tla
conductancia aunque si un desplazamiento positivo en el potencial
de 1inversion. Es posible que 1la conductancia de Tlas corrientes
encontradas en la obscuridad y 1la de las corrientes generadas por
un estimulo luminoso no sean independientes y mas bien guarden una

relacion no lineal entre ellas.

6.2.2 E1 efecto de T1a hormona dispersora del pigmento en Tlas

corrientes que subyacen al potencial de receptor

La hormona dispersora del pigmento (HDP) modifica la cinética de
Ta corriente entrante generada por 1la luz de manera dependiente
del tiempo circadiano (TC) (Figura 15 y Tabla 5). Asi, durante 1la
noche subjetiva Ta HDP produce un incremento en la latencia y en
el tiempo medio de activaciéon, mimetizando 1la cinética que se
observa en 1la condicion control durante el dia subjetivo (Figura
11B).

Con respecto al efecto de 1a HDP en 1la conductancia y el potencial
de inversion de Ta corriente generada por Tla luz, los resultados
(Figuras 16A-B y Tabla 6) 1indican que Tla hormona disminuye Ta
conductancia de Ta membrana y mueve el potencial de inversiodn
hacia voltajes menos negativos, 1o que Tlleva a suponer que Tla
hormona provoca una disminucién en Ta permeabilidad a los 1iones de
K* y/o Cl1°, que depende de T1a fase del ciclo circadiano, con un
maximo efecto durante la noche subjetiva, tiempo durante el cual

Tos niveles endbégenos de T1a hormona son los mas bajos.
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En 1o que respecta a Tla accién de T1a HDP sobre 1la corriente
generada por pulsos de voltaje y en Ta obscuridad (Figuras 17A-B),
se advierte una disminucién en Tla conductancia, con un mayor
efecto en Tas corrientes entrantes que en Jlas salientes. Se
observa, ademas, que el potencial de inversion se desplaza hacia
valores mas negativos. Estos dos hechos permiten proponer que,
bajo estas condiciones experimentales, la HDP inhibe corrientes de
Na* y/o Ca*.

Al igual que en el caso en el que se aplica un estimulo de luz, se
puede observar que 1la accion de Ta HDP depende del tiempo
circadiano y que su maximo efecto ocurre entre las 0 y Tas 6 horas
tiempo circadiano, tiempo en el que los niveles endo6genos de HDP
son los mas bajos (Figuras 18A-B y Tabla 7).

6.3 La adaptacion de 1la membrana revelada por medio del

protocolo de dos estimulos luminosos
6.3.1 Experimentos control

La adaptacién a la Tluz se define como 1la disminucién en Ta
sensibilidad de T1a célula fotorreceptora; a su vez, Tla
sensibilidad es el inverso del numero de fotones que se requieren
para producir una respuesta estandar. Cuando se usa el protocolo
de los dos estimulos luminosos, el primero de ellos hace que Tla
célula se “adapte a la luz”, 1o que significa que la sensibilidad
de Ta preparacion disminuye (Figura 19A). Durante Tla adaptacidén a
Ta obscuridad que sigue después de que se aplicod el estimulo 1, la
sensibilidad a Ta Tluz se incrementa en forma proporcional al
tiempo entre el primero y el segundo estimulos. Estos cambios de
sensibilidad a la luz se muestran en las Figuras 19B-E y en Tla
TabTla 8.

Los resultados experimentales expresan que tanto la sensibilidad
como la efectividad en Ta adaptacion de la célula fotorreceptora

son funciones del tiempo circadiano (TQC).
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La corriente al pico y la latencia muestran dos comportamientos:
el de Tas 0 horas TC en el cual Ta constante del tiempo de
recuperacién 7 es grande y el valor de Tla funci6on en el tiempo
cero, A+1, es pequeio (comparado con To que se obtiene a las 6
horas TC. Estos resultados sugieren que la recuperacion es lenta y
que Tla cinética de 1a corriente transitoria generada por el
segundo estimulo luminoso no difiere demasiado de la asociada con
el primero: la efectividad de 1a adaptaciéon es baja, pero Tla
sensibilidad es grande. Por otra parte a Tlas 6 horas TC Tla
constante de recuperacion T es pequefa pero el valor de la funciédn
en el tiempo cero, A+1, es grande (comparado con lo que se obtiene
a las 0 horas TC). Es decir, la efectividad en Ta adaptacién de Ta

membrana es grande y la sensibilidad de 1a célula es bajo.

Con respecto al tiempo medio de activacién, se encontrdé que el
comportamiento del sistema es uniforme a To Targo del ciclo

circadiano.

La constante de tiempo de decaimiento, Tcorriente, €S independiente
del de 1la corriente al pico y la Tatencia: al comparar los valores
de las 6 horas TC con los de Tas 0 horas TC, se comprueba que Tla
efectividad en Ta adaptacién es buena y la sensibilidad es grande.
Esto refuerza la 1idea que se habia mencionado acerca de que Tlos
mecanismos que modulan Ta amplitud y duracion del potencial de
receptor son independientes, que se muestra en Tla secciéon “Las

corrientes que subyacen al potencial de receptor” de “Discusion”.

Es poco probable que Tos resultados reflejen cambios en Tla
concentracion del fotopigmento debido a que en este tipo de
experimentos la probabilidad de que una molécula de rodopsina sea
excitada por un foton es menor al 1% (Hildebran y cols., 1974). Lo
que no se puede descartar es que uno de Tos productos implicados
en la fototransduccion sea el que controle la efectividad de Ta
adaptacion y la sensibilidad de Ta célula fotorreceptora, y que
sea la variacion en su concentracién sea lo que le confiera al

sistema su dependencia circadiana.
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Por otra parte, no se puede descartar la posibilidad de que Tlos
cambios se deban a diferencias en Tlos procesos idénicos
(conductividad, gradientes 1i6nicos, transporte activo) presentes a

To Targo del ciclo circadiano.

6.3.2 E1 efecto de T1a hormona dispersora del pigmento en 1la
adaptacion de 1a membrana

A Tas 6 horas tiempo circadiano (TC), y solamente durante ese
tiempo, 1la hormona dispersora del pigmento (HDP) modifica Tla
sensibilidad de Tas células fotorreceptoras y su capacidad de
adaptacion. La hormona 1incrementa la sensibilidad y disminuye Tla
efectividad durante Ta adaptacién para la corriente al pico y la
Tatencia; en Tla constante de tiempo de decaimiento no produce
cambios significativos en la sensibilidad, pero incrementa Tla
efectividad en la adaptacion: practicamente mimetiza el
comportamiento que se observa a las 0 horas TC en condiciones

control.

Estos resultados indican que el efecto de Ta HDP sobre Tlos
fotorreceptores depende del TC. Al 1igual que con los protocolos
anteriores, se puede afirmar que debe haber una variacién temporal
en las rutas bioquimicas que conectan al receptor de HDP con las
conductancias i6nicas que subyacen al potencial de receptor.

6.4 Comentarios Finales

En este trabajo se demostré6 que Tla respuesta eléctrica de Tlas
células fotorreceptoras del acocil Procambarus clarkii varia a 1o
Targo del ciclo de 24 horas. Se observaron cambios circadianos en
Ta cinética, Ta conductancia y Ta permeabilidad i6nica que subyace
a la respuesta eléctrica a la luz, asi como en la sensibilidad y
Ta capacidad de adaptacion de la membrana. También se demostrd que
a lo largo del ciclo circadiano la hormona dispersora del pigmento

(HDP), modifica el estado de todas estas variables, apoyando Ta
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idea de la ubicuidad de Tlas acciones de 1a HDP en 1la actividad

circadiana de los invertebrados y particularmente del acocil.

La 1informacion obtenida permitira dar un paso mas rumbo a Ta
comprension de la organizacion del sistema circadiano del acocil
cuyos elementos y mecanismos son controversiales en la actualidad
(ver seccion “E1 ritmo de sensibilidad a 1a 1luz de Tlos
fotorreceptores visuales del acocil” de “Antecedentes”).

Las propuestas de Tlos modelos de 1la organizacion del sistema
circadiano que podrian ser aplicados al caso del acocil a
continuacion se mencionan (Gruart y cols., 2002; Aréchiga, 2003):

« ET primer modelo consiste en una red de sistemas periféricos
que oscilan debido al forzamiento de un oscilador
autosostenido (enddégeno) o marcapaso. En este caso el sistema
sincronizaria con las senales externas debido a las vias
aferentes sensoriales hacia el generador central. La
destruccion de este deberia provocar la desaparicion de Tos

ritmos.

« E1 segundo modelo considera wuna red de osciladores
periféricos que tienen Ta capacidad de oscilar en ausencia
de entradas periodicas (autosostenidos) y un oscilador
central o marcapaso que ajusta la fase de 1la red. La
destruccion del oscilador central deberia provocar la pérdida
del ajuste de 1la fase entre Tos diferentes osciladores

periféricos.

 EI tercer y ultimo modelo considera un sistema
multioscilatorio no jerarquico. Las vias aferentes
sensoriales sincronizan a los diferentes osciladores con Tlas
sefales externas. La sincronizacion interna se mantiene a

través de asas de retroalimentacion positivas y negativas.

Las evidencias experimentales en animales pluricelulares y en

particular en el acocil, apuntan hacia los modelos de
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multiosciladores (Stoynev e Ikonomov, 1990; Fanjul-Moles y Prieto-
Sagredo, 2003). Si este es el caso podriamos considerar que el
tallo ocular es un oscilador autosostenido que puede ser ajustado
(sincronizado) mediante HDP por el marcapaso central,
presumiblemente el protocerebro en el ganglio cerebroide, o por
Tas senales externas y otros osciladores autosostenidos. En el
primer caso se esta suponiendo que la relacidén es jerarquica y en

el segundo que no.

Sin embargo no podemos descartar Tla posibilidad de que el tallo
ocular sea simplemente un efector del sistema circadiano. No
contamos con los elementos para decidir cual es el modelo

adecuado.
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/ Apéndices

7.1 Los potenciales de equilibrio de los principales -iones
implicados en 1a respuesta eléctrica a 1la luz del acocil

ET potencial de equilibrio de un ion x, E., puede calcularse a

partir de la ecuacién de Nernst:

_RT , Ix],
Ex—-ZF,ln([xL) ’
en donde
R=8.3145 S

mol K es la constante de Tlos gases ideales, 7 Tla

_ s C
temperatura absoluta, z la wvalencia, F=3.6485x10 mol 12
constante de Faraday y [x], , [, las concentraciones exterior e

interior, respectivamente, del ion x.

Segun Strikholm y Wallin, 1967 y Ramirez-Dominguez, 2002, en el
acocil Procambarus clarkii:

[Na]o = 205 mM; [Na]i = 20 mM.

[Calo= 13 mM; [Ca]:i = 2 mM.

[Klo= 5.4 mM; [K]i = 233 mM.

Sustituyendo los valores correspondientes en la ecuacion de Nernst
y considerando 7 = 15°C (la temperatura a la que se llevaron a

cabo los experimentos), se encuentra que:

Enva= 57.8 mV;
Eca= 46.5 mV;
Ex= -93.5 mV.
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