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1. Resumen

En vertebrados, se ha demostrado la participacién del AMPc (monofasfato de
adenosina ciclico) y de la proteina de unién al elemento en respuesta al AMPc (CREB,
cAMP response element binding protein), en la expresion de genes reloj, lo que afecta

parametros circadianos como el periodo del ritmo.

Por lo anterior, y en una primera aproximacion al problema, en este trabajo se
utilizo el ritmo de amplitud del ERG (registro electrorretinografico) de dos géneros de
cangrejos de rio como una expresion de los ritmos circadianos, susceptibles de ser

modificados por el elemento en respuesta al AMPc, (CRE, cAMP response element).

Se registr6 la respuesta del ritmo ERG de 5 a 10 dias en organismos
Procambarus clarkii adultos e integros inyectandoles una soluciéon de 10 uM de un
analogo del AMPc, db-AMPc (dibutitil-AMPc) en uno de los tallos oculares. Ademas,
para estudiar la respuesta del ERG in vitro, se utilizaron dos géneros de cangrejos de
rio: Cambarellus monsteumae y Procambarus clarkii. Cada uno de los dos ojos de cada
animal se utiliz6 ya sea como control o como experimental registrando el ERG en cada
ojo; cada condicién experimental contaba con un respectivo control, el cual se coloc6
en una solucién salina Van Harreveld. El experimento se dividié en tres grupos
diferentes: el primer grupo recibié una soluciéon de 10 uM de db-AMPc; en el segundo
grupo se aplic6 una solucién de forskolina a 7 uM y, en el tercer grupo, se administro
una solucién de 10 uM de un inhibidor selectivo de la proteina cinasa A (PKA), H89. Se
registro el ritmo ERG de 3 a 8 dias. Todos los registros ERG (tanto en animales
integros como en ojos aislados) se realizaron bajo oscuridad constante aplicando
sobre los ojos pulsos de luz blanca de la misma intensidad cada 15 minutos para

obtener el ERG.

Los resultados fueron analizados mediante cronogramas y periodogramas de
XZ. En los registros ERG en animales integros de P. clarkii, se encontr6 que el db-AMPc
alarga el periodo del ritmo ERG. Al analizar los periodogramas controles de los

registros ERG de tallos oculares aislados entre ambos géneros de cangrejos de rio, no



se encontraron diferencias significativas en la duracion del periodo de los ritmos. Sin
embargo, la aplicacién de db-AMPc y forskolina, alargaron el periodo; en contraste con
el tratamiento de H89, que provoc6 arritmias u oscilaciones ultradianas. Se concluye

que el periodo del ritmo ERG se ve afectado por el AMPc sobre el oscilador retiniano.



2. Introduccion

2.1 Ritmos Circadianos

Es bien sabido que dentro de la gran variedad de mecanismos bioquimicos y
fisiolégicos, resultado de la evolucion de los organismos, se encuentran los ritmos
biologicos, los cuales oscilan con diferentes modalidades, manifestandose
endégenamente bajo condiciones constantes. Existen variaciones ambientales
periodicas que se repiten a intervalos de tiempo constantes, tales como los cambios
naturales del dia y la noche, los periodos de las mareas o los ciclos lunares o anuales.
Estos cambios son producto de la rotacion y traslacién de la tierra y han generado
durante la evolucién patrones ritmicos que estan impresos en el genoma de los

diferentes organismos que constituyen los 5 reinos biolégicos. (Cardinali; et al., 1994).

En general, se aplica el término “ritmo” a una secuencia de eventos que se
repite de manera regular a lo largo del tiempo, es decir, con el mismo orden y con los
mismos intervalos, por lo que un ritmo bioldgico es toda oscilacién regular de una
variable bioldgica, cualquiera que sea el nivel de organizacién considerado. El periodo
es la principal propiedad canénica de un ritmo, ya que es considerado como el
intervalo de tiempo en que se repite un ciclo, es decir, la duracién de un ciclo
completo. Otra propiedad de los ritmos es la fase, la cual es el estado instantaneo de la
oscilacion; para caracterizar la fase, lo mas usual es determinar el momento (hora del
dia) en el que la variable estudiada alcanza su valor maximo a lo largo del ciclo
periddico: a este tiempo se le denomina acrofase y, por otro lado, batifase al tiempo en

el que la variable muestra su menor amplitud, (Cardinalli et al., 1994). Ver figura 1.

Una de las modalidades mas estudiadas del amplio espectro de los ritmos
bioldgicos son los ritmos circadianos, los cuales presentan oscilaciones endégenas que
se repiten con periodos cercanos a 24 horas (“circa”, alrededor,”diem”, dia). Los
ritmos infradianos son los que superan periodos de 24 horas mientras que, los ritmos
ultradianos, presentan periodos menores a 24 horas. Los ritmos circadianos se han

documentado Unicamente en cianobacterias (Golden, 1998; Lee, 2003),



encontrandose mas frecuentemente en eucariontes. Una de las caracteristicas mas
importantes de estos ritmos es que pueden sincronizarse o ajustarse a sefiales
ambientales periddicas (Zeitgebers), siendo la luz la sefial que mas influye en esta
sincronizacion mediante ciclos de luminosidad del dia y la noche. La sincronizacion
representa el ajuste del periodo del sistema circadiano (t) al periodo del Zeitgeber
(sincronizador, T) y debe cumplir con dos postulados fundamentales: el control de la
fase y el ajuste del periodo, (Turek y Takahashi, 2001), por lo que el Zeitgeber es una
sefal externa que influye en las operaciones del reloj interno de un organismo. En
cierto sentido, se podria considerar a un Zeitgeber como un despertador natural, que

provoca algun tipo de cambio en el reloj interno de un organismo, (Hill, 2007).

Amp"tUd Periodo de 24 horas
(circadiano) Acrofase
Max
Media
Min
Batifase

Tiempo

Figura 1. Los ritmos circadianos presentan un periodo de 24 horas.

Actualmente se conoce con certeza que los ritmos circadianos se generan en
estructuras anatoémica y fisiolégicamente documentadas, osciladores a los que se les
denomina marcapasos. Estos son capaces de comunicarse con el ambiente a través de
receptores especializados. La generacién de la oscilaciéon se basa en un modelo
molecular muy bien documentado en algunas especies, principalmente en la mosca de
la fruta y el ratén. Estos dos modelos se consideran paradigmaticos para los
invertebrados y los mamiferos respectivamente. El oscilador circadiano en mamiferos
por ejemplo, se basa en un asa de retroalimentacion, donde el nucleo
supraquiasmatico, ubicado en el hipotalamo, funciona como un marcapaso circadiano,

determinando el inicio de la actividad diurna-nocturna, (Fanjul y Aguilar, 2008).



Mientras el nucleo supraquiasmatico funciona como un oscilador sensible a sefiales de
luz, este es influenciado fuertemente también por el horario de alimentacion,

(Vollmers y Gill, 2009).
2.2 Reloj Circadiano en Drosophila melanogaster

En los invertebrados, la localizacién de algunas de las funciones circadianas se
encuentran en estructuras dpticas relacionadas con la deteccién luminica. El reloj
circadiano de la mosca de la fruta estd ampliamente estudiado y se considera uno de
los modelos paradigmaticos del funcionamiento del reloj a nivel de genética
molecular. Aqui se identific6 el primer gen reloj, llamado periodo o per. A nivel
molecular, el reloj circadiano de la mosca de la fruta consiste en una doble asa de
retroalimentacién, con procesos de transcripcién-traduccion interconectados. La base
del modelo es la retroalimentaciéon negativa de la proteina PER sobre su propia
transcripcion. Los estudios en Drosophila y el hecho de que los genes reloj presenten
oscilaciones circadianas robustas llev6 a proponer la existencia de secuencias de DNA
cis-reguladoras que se unen a factores de transcripcion. A tales secuencias se les
denominé “cajas-reloj”, donde, mas tarde la evidencia apunt6 a que estos elementos
reguladores eran cajas E (E-box), las cuales son secuencias hexaméricas del tipo
(CACGTG), que también pueden ser cajas no canodnicas del tipo (CANNTG). Un
complejo activador de la transcripcién formado por dos proteinas Clock (CLK) y Cycle
(CYC) es capaz de unirse al nucleo a una secuencia de 6 nucledtidos en los promotores
(E-Box) de dos genes tim (timeles) y per (period) activandolos. Los productos de estos
genes, las proteinas TIM y PER dimerizan formando un complejo capaz de ingresar al
nucleo e interaccionar con CLK-CYC para inhibir su actividad transcripcional. Asf los
genes pery tim se transcriben ritmicamente determinando la oscilacién de los niveles
de las proteinas TIM y PER. En una segunda asa de retroalimentaciéon paralela, la
proteina vrille (VRI) reprime ciclicamente la transcripcidon del gen clk y, puesto que
PER y TIM inhiben la transcripciéon del gen vri, clk oscila en antifase con per y tim.
(Aguilar, Fanjul y Carmona, 2009. Ritmos circadianos. En Fanjul y Hiriart, Biologia

funcional de los animales II. México: Siglo XXI Editores).
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Figura 2. Diagrama que resume los componentes del oscilador molecular en la mosca
de la fruta. Los factores de transcripciéon heterodimeros CLK-CYC promueven la
expresion del RNA, los genes pery tim, la que es maxima al final del dia. La traducciéon
del RNA de esos genes produce una acumulacién y dimerizacién de las proteinas PER
y TIM dentro del citoplasma cuyos niveles son maximos en la noche donde entran al
nucleo para inhibir la actividad transcripcional de CLK-CYC. (Aguilar, Fanjul y
Carmona, 2009. Ritmos circadianos. En Fanjul y Hiriart, Biologia funcional de los

animales 1. México: Siglo XXI Editores).
2.3 El reloj molecular de los mamiferos.

El reloj molecular de los mamiferos presenta un asa de retroalimentacion
transcripcional y postraduccional, a través de genes reloj que son suprimidos
periddicamente con sus propios productos protéicos. Como se muestra en la figura 3,
el reloj consiste en un asa de retroalimentacion primaria que incluye a CLOCK y
BMAL1, los cuales se heterodimerizan iniciando asi la transcripcion de genes blanco

que contienen secuencias potenciales regulatorias cis E-box (cajas E). Estas secuencias
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incluyen a tres genes Period (perl, per2y per3), dos genes criptocromo (cryly cry2),
el gen bmall y el gen clock. En estas secuencias (cajas E) se pueden unir factores de
transcripcion del tipo BHLH/PAS como las proteinas BMAL y CLOCK. En el nucleo
supraquiasmatico de mamiferos, se ha descubierto que el mecanismo es similar que
en la mosca de la fruta: una red de asas de retroalimentacién que conducen a una
ritmicidad endégena cercana a las 24 horas. (Ko y Takahashi, 2006). Actualmente las
evidencias indican que el factor de transcripcion CLOCK-BMAL1 se une a las cajas E en
el promotor de los genes per, cry, dec y reb-erba. Por su parte la proteina REV-ERBa
inhibe la transcripcion de bmall al desplazar a los factores de transcripciéon RORa o
RORP de las secuencias RORE, las cuales regulan la expresién de bmall. (Aguilar,
Fanjul y Carmona, 2009. Ritmos circadianos. En Fanjul y Hiriart, Biologia funcional de

los animales I1. México: Siglo XXI Editores).
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Figura 3. Asa de retroalimentacion transcripcional y postraduccional: CLOCK y BMAL
se heterodimerizan iniciando la transcripcion de genes blanco conteniendo secuencias
potenciales regulatorias cis E-box. Estas incluyen a tres genes Period (perl, per2 y
per3), dos genes criptocromo (cryly cry2), el gen bmall y el gen clock. (Tomado de
Murphy, 2010).
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2.4 El cangrejo de rio como modelo experimental en ritmos circadianos.

Entre los modelos animales que se han utilizado para realizar estudios
cronobiolégicos estan los cangrejos de rio, pertenecientes al orden Decapoda de los
Artropodos del grupo monofilético de los reptantia de agua dulce; conocidos también
como acociles, chacales, chacalines o langostas de rio, existe una amplia variedad de
especies. Existen tres familias diferentes de cangrejos de rio: Cambaridae,
Parastacidae y Astacidae presentando una amplia distribucién geografica (Ver figura
6). Una gran parte de estas especies son originarias de México. Los cangrejos de rio de
la familia Cambaridae se dividen en 3 géneros: Cambarellus; Orconectes y
Procambarus. Las diferentes especies de cangrejos de rio son mayoritariamente
nocturnas, las cuales presentan una gran variedad de ritmos circadianos controlados
por el sistema nervioso. Kalmus (1938) concluy6 que el sistema neuro-secretor
encontrado en los tallos oculares es la principal fuente de actividad ritmica en estos
animales. Welsh (1941), propuso que las variaciones en la actividad de los centros
nerviosos son responsables del control hormonal de la migracién ritmica de la capa de
pigmentos retinianos. A partir de estos primeros estudios, se supo que el sistema
nervioso central y el sistema neuroendécrino son responsables de la coordinacion de
diversos ritmos circadianos de naturaleza fisiolégica y conductual como son la
actividad locomotora, la migracion de los pigmentos en la capa retiniana, la amplitud
del ERG (registro electrorretinografico), el ritmo cardiaco, como también funciones

metabolicas y hormonales. (Fanjul y Prieto, 2003).
2.5 Cangrejo de rio Procambarus clarkii

El cangrejo de rio Procambarus clarkii (fig. 4) es un crustaceo decapodo de la
familia Cambaridae, el cual es nativo del centro y sur de Estados Unidos y el noreste
de México. Este animal ha sido introducido a Jap6n, Europa, Hawaii y Egipto. (Huner,
1998). Sus habitos suelen ser mayoritariamente nocturnos, mostrando un
temperamento agresivo con sus competidores. En los afios 30’ se introdujeron a
China, donde han alcanzado un gran crecimiento debido a la falta de depredadores

locales, causando problemas ecoldgicos en poblaciones de plantas, otros crustaceos y
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peces. Por otra parte, estas especies propician la falta de irrigaciéon de agua a través
del dafio de la hidrologia de los suelos, provocando asi la filtracion y fuga del agua, lo

cual dificulta los avances agricolas, causando problemas econdmicos serios. (Li, 2005).

Este cangrejo de rio es capaz de vivir tanto en aguas someras bien aireadas
como en medios pantanosos salobres, lo que le confiere la posibilidad de invadir
diversas zonas geograficas, (Aguilar, Fanjul y Carmona, 2009. Ritmos circadianos. En
Fanjul y Hiriart, Biologia funcional de los animales II. México: Siglo XXI Editores). P.
clarkii es un gran excavador y esta labor puede producir dafios en el curso de los rios
y en los cultivos, particularmente en el arroz, y sus habitos de alimentaciéon pueden
alterar los ecosistemas nativos. Puede competir y desplazar a los cangrejos de rio
autdéctonos, ademas de ser vector del hongo Aphanomyces astaci que causa grandes
dafios a otros organismos. También es vector de diversos virus de cangrejos de rio
como también de varios gusanos parasitos de vertebrados. Debido a su potencial
colonizador y su potencial amenaza, ya sea para las especies autdctonas, los habitats
o ecosistemas, esta especie ha sido incluida en el Catadlogo Espanol de Especies
exo6ticas invasoras, estando prohibida en Espafia su introduccién al medio natural,
posesion, transporte, trafico y comercio; si bien se puede autorizar su pesca o captura
dentro de las estrategias de eliminacion. (National Biological Information

Infrastructure (NBII) & IUCN/SSC Invasive Species Specialist Group (ISSG), 2005).

Figura 4. Cangrejo de rio Procambarus clarkii
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2.6 Cangrejo de rio Cambarellus montezumae

El cangrejo de rio Cambarellus montezumae (fig. 5) es un crustaceo decapodo
perteneciente a la familia Cambaridae. En México, se les puede encontrar en lagos
como el de Patzcuaro, Michoacan y, algunas especies del mismo género, se pueden
encontrar en lugares mas comunes como el lago de Xochimilco. Es uno de los
cangrejos de rio mas pequeiios que se conocen, junto con la especie Cambarellus
diminutus, originaria de Estados Unidos, abundando en las zonas de Mississippi y
Alabama (Adams y Jones, 2010). C. montezumae presenta un temperamento pacifico.
Se encuentra en rios, lagos, presas, bordos y canales, asociado a las raices de la
vegetacion riparia en los primeros 50 cm de profundidad. Los integrantes del género
Cambarellus tienen potencial importancia dentro de las tramas troéficas y sélo existen
unos cuantos estudios sobre su biologia y, en general, se desconocen todas sus
caracteristicas poblacionales (Castanoén et al., 1996; Rojas et al., 2002; Rangel, 2004).
Se ha mostrado que los cangrejos de rio C. montezumae pueden modificar diversas
cadenas troficas en base a su tipo de alimentacion (Nystrom et al., 1996), ya que
pueden consumir cantidades importantes de macréfitas, (Lodge y Lorman, 1987;
Nystrom y Strand, 1996), servir de presa a una amplia variedad de organismos (Foster
y Slater, 1995; Davis et al.,, 1999; Hinojosa-Garro y Zambrano, 2004), asi como ser
depredadores tanto de vertebrados como de invertebrados en los cuerpos de agua

donde se encuentran (Foster y Slater, 1995; Nystrom et al., 2001; Sagova, 2002).

Figura 5. Cangrejo de rio Cambarellus montezumae
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Figura 6. Distribucion geografica global de las familias de los cangrejos de rio.

(Tomado de Hobbs, 1974).

16



2.7. Sistema nervioso circadiano del cangrejo de rio, sistema del tallo ocular y

mediadores de la ritmicidad circadiana.

El sistema visual del cangrejo de rio esta localizado en un par de tallos oculares
pedunculados. El ojo se encuentra en el extremo distal del tallo; por abajo del ojo se
encuentran diversos neurdpilos que conforman los lébulos Opticos asi como
componentes del sistema neuroendd6crino. Dentro de los elementos pararreceptores
del tallo ocular del cangrejo de rio se incluyen estructuras anexas a los
fotorreceptores que influyen en la captacidon de luz. El ojo se forma por unidades
visuales u omatidias (ver figura 7) que se componen a la vez de un sistema diéptrico,
un sistema fotorreceptor y un sistema pararreceptor adyacente a los dos anteriores.
Los mas importantes son las células del pigmento distal, el pigmento proximal
contenido en las células retinulares y el pigmento reflector que se encuentra a la
altura de la membrana basal. Los cambios de posicion que representan estos
pigmentos (conocidos como pigmentos retinianos accesorios) pueden hacer que la
omatidia quede protegida por ellos, o bien, que quede expuesta a la llegada de luz no
sélo por el eje principal, sino también por las regiones laterales. En el primer caso, se
habla de una adaptacién a la luz, mientras que en los pigmentos proximales se habla
de una adaptacion a la oscuridad (figura 8). La adaptacién a la luz implica la poca
llegada de luz hacia el rabdomo y lo contrario sucede durante la adaptacion a la
oscuridad. Los mecanismos involucrados en los pigmentos distales funcionan a través
del sistema neuroendocrino, mientras que el pigmento proximal funciona en base al
sistema nervioso. (Fuentes y Garcia, 1979). No hay informacién reportada respecto al

pigmento reflector.

Como se aprecia en la figura 7, las omatidias son las unidades sensoriales
formadas por las células fotorreceptoras, capaces de responder a la luz, y en algunos
casos, capaces de distinguir colores. El conjunto de omatidias forman los ojos

compuestos, presentes en crustaceos e insectos. (Miiller y Sombke, 2000).
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Fig.7. A Diagrama de un corte a través del ojo compuesto y parte del 16bulo 6ptico de
la mosca. L: lente de la cOrnea; La: 1dmina; Me: médula externa; C: cono cristalino; CP:
célula pigmentada; O: omatidia.| B. Corte transversal de las células retinulares; 1-7:
fotorreceptores; R: rabdémero; F: fotorreceptor. (Pérez y Salceda, 2009. EI proceso
visual en invertebrados y vertebrados. En Fanjul y Hiriart, Biologia funcional de los

animales II. México: Siglo XXI Editores).
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Figura 8. Distribucion de los pigmentos retinianos en la omatidia del cangrejo de rio
adaptada a la oscuridad (DA) y adaptada a la luz (LA). Ambos pigmentos proximales
(pp) en células fotorreceptoras y pigmentos distales (dp) en células del pigmento
distal cambian de posiciéon dependiendo de la iluminacién. Abreviaciones ax: axén de
la célula retinular; bm: membrana basal; ct: tracto cristalino de las células del
cristalino; drp: plaquetas distales reflectoras; dp: células del pigmento distal; pp:
pigmento proximal entre las células fotorreceptoras; rh: rabdoma de las células
fotorreceptoras; tc: células del tapete = células reflectoras del pigmento. (Richter,

2002).

El tallo ocular de los crustaceos decapodos esta constituido por ganglios
visuales o neuropilos formados por neuronas periféricas, la medula ganglionaris, la
médula externa, la médula interna y finalmente la medula terminalis, la cual, puesto
que el ojo se form6 por una evaginacion cerebral, es de hecho parte del protocerebro
lateral del cerebro central. (Ver figura 9). El tallo ocular es una importante fuente de
neuropéptidos y pequefias moléculas moduladoras tales como la melatonina y
serotonina, involucrados en la regulaciéon circadiana, que afectan los ritmos de
locomocioén, distribucién de los pigmentos y sensibilidad de los ojos. (Blaustein,
1988). La mayor parte de la nurosecrecion se produce en el 6rgano X y se almacena
en la glandula sinusal formada por las terminales axénicas de los diferentes tipos
neuronales que constituyen este o6rgano. La glandula sinusal estd irrigada por
capilares sanguineos por los cuales vierte las diferentes neurosecreciones a la
hemolinfa de manera ciclica. Esta glandula es por lo tanto un importante érgano
neurohemal. El érgano X se ubica en la corteza lateral anterior de la médula
terminalis, proximo al cuerpo hemielipsoide y a la gldndula sinusal; esta dltima se
sitiia usualmente adyacente al borde entre la médula externa e interna, la cual, como
se sefial6 anteriormente, esta formada por terminales axdnicas del sistema 6rgano X-
glandula sinusal y otras neuronas que colindan alrededor de la arteria ocular. A partir
de tal organizacion en el sistema o6rgano X-glandula sinusal, se han identificado

neuropéptidos clave que son liberados dentro de la hemolinfa tales como la hormona
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de concentracion de pigmento rojo (RPCH), hormonas hiperglucémicas de crustaceos
(CHH’s), hormona inhibidora de la muda (MIH), hormona inhibidora de la
vitelogénesis/gonadas (VIH/GIH) y hormona inhibidora del 6rgano mandibular
(MOIH). (Margerich, 1986). Sin embargo, la glandula sinusal recibe sefiales de otras
regiones del cerebro. La expresion y liberaciéon de neuropéptidos a partir de este
sistema, en particular de neuropéptidos como son RPCH y CHH’s, presentan una
ritmicidad circadiana. Este sistema puede ser modulado por la iluminacién retiniana.

(Harzsch, 2009).

OoOT

Figura 9. Pedunculo ocular de P. clarkii; R: retina; LG: ldmina ganglionaris; ME: Médula
externa; MI: Médula interna; MT: Médula terminalis; SG: Glandula sinusal; XO: Organo

X; OT: Tracto 6ptico. (Tomado de Cebada y Garcia, 2007).

2.7.1 Hormona dispersora de pigmento (PDH).

La hormona dispersora de pigmento (PDH) es una neurohormona reguladora
de: 1) La dispersion de los granulos de pigmento en los pigmentos distales de células
retinianas, 2) la dispersion de los pigmentos en cromatéforos integumentales,
(Kleinholz et al, 1962) y, 3) las respuestas fisiologicas y sensibilidad del ojo

compuesto directamente. (Gaus y Stieve, 1992). La PDH no afecta los movimientos de
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los granulos de los pigmentos proximales en células retinulares fotorreceptoras. La
dispersion de los pigmentos dentro de las células primarias pigmentarias, provee un
escudo extra a los fotorreceptores y al aparato didptrico durante la fase luminica, lo
cual incrementa la agudeza visual. En experimentos de ablacion del tallo ocular, se ha
visto que el sistema neuroenddcrino del tallo ocular es elemental para que se lleven a
cabo los movimientos de los pigmentos distales retinianos. La PDH incluso causa la
dispersion de los pigmentos en retinas aisladas del cangrejo de rio O. limosus y P.

clarkii. (Strauss y Dircksen, 2010). Ver figura 8.

2.8 Registro Electrorretinografico (ERG)

La respuesta eléctrica de los fotorreceptores del cangrejo de rio Procambarus
clarkii a la luz (registro electrorretinografico, ERG), varia de una manera circadiana.
En este modelo animal, se ha estudiado ampliamente el ritmo de amplitud ERG. El
ritmo ERG es el resultado de variaciones en el dia y la noche en la amplitud de la
respuesta del fotorreceptor a un pulso de luz de una intensidad estandar. (Fanjul y
Prieto, 2003). Tales variaciones dependen de: 1) cambios en la sensibilidad del
fotorreceptor, 2) la posicion de los granulos del pigmento proximal absorbente (PP) o
pigmentos retinulares, dentro del mismo fotorreceptor, y 3) la posiciéon de los
granulos del pigmento distal (DP). (Aréchiga, 1993). Ambos pigmentos son
principalmente omécromos (Ghidalia, 1985), los cuales son los efectores de una
respuesta foto-motriz a la luz que provee a cada omatidia con su propia pupila
regulatoria. En la oscuridad, los pigmentos proximales se retractan a la estructura
terminal del ax6n de la célula retiniana, dejando asi al fotorreceptor expuesto a la luz.
El pigmento distal se localiza dentro de las células del pigmento distal, (Rao, 1985).
Estas células se localizan alrededor del cono cristalino con sus procesos extendidos
hacia las células de la cornea y basalmente hacia la membrana basal. Estos pigmentos
también son retractados en oscuridad, y se dispersan con iluminacion. (Fanjul y

Prieto, 2003).
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Hay evidencia de que el movimiento del pigmento proximal puede ser
controlado a través de cambios de conductancia en los potenciales de membrana de
las células retinianas en algunos crustaceos (Ludolph et al., 1973), o bien, a través de
una modulacidn serotonineérgica en el cangrejo de rio, (Frixione y Hernandez, 1989).
Es ya sabido que el pigmento proximal exhibe un ritmo circadiano con movimiento
mecanico bajo oscuridad constante (DD), (Bennitt, 1932), mientras que el pigmento
distal muestra un ritmo circadiano parecido, ya sea en oscuridad constante o luz
constante (LL), (Welsh, 1930). En los cangrejos de rio Procambarus bouvieri y
Procambarus clarkii, los pigmentos retinianos distales y proximales presentan ritmos
circadianos en sus movimientos. Pero, en el pigmento reflector contenido en las
células secundarias del pigmento o células del tapetum, tales movimientos son
estacionarios, (Rao, 1985). Los movimientos ritmicos de los pigmentos anteriores son
acompafiados por una variacion circadiana de sensibilidad retiniana, que se pueden
medir como cambios en la amplitud del ERG, (Aréchiga y Fuentes, 1970). En este
ritmo, la amplitud del ERG es mayor cuando los pigmentos estan en posiciéon de
adaptacion a la oscuridad, y menor durante el estado de adaptacidn a la luz. (Aréchiga
y Wiersma, 1969). Es importante mencionar que la amplitud del ritmo ERG del
cangrejo de rio s6lo se ha asociado a los ritmos circadianos de los dos pigmentos

retinianos mencionados anteriormente.

Se cree que este ritmo esta controlado tanto por estructuras neurales como
neuroenddcrinas del cerebro y estructuras neuro-secretoras del l6bulo éptico, en
particular el complejo OX-GS (Fanjul y Prieto, 2003). Ademas de ser regulado por la
luz; se ha observado que la melatonina es capaz de sincronizar el ritmo del ERG,
proponiendo a esta neurohormona como un sincronizador no fético (Solis, et al.,

2008).

Tanto en Procambarus bouvieri como en Procambarus clarkii se han hecho
diversos experimentos para localizar marcapasos y funcionamiento del ritmo
circadiano ERG. Estos experimentos incluyen lesiones y ablaciones, asi como
aislamiento y cultivo de organos. Estos estudios sugirieren que el ritmo ERG es

controlado por mecanismos neurales y neuroendocrinos que dependen del cerebro y
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estructuras neuro-secretoras del 16bulo 6ptico (en particular el XO-SG), aunque existe
una oscilacion intrinseca que depende de la retina. (Aréchiga y Rodriguez, 1998). Al
remover el cerebro, tanto la amplitud del ritmo ERG, asi como la de los ritmos de los
pigmentos retinianos desaparecen (Aréchiga, 1973), mientras que existen otros
reportes que marcan la persistencia de ambos ritmos, pero con amplitudes bajas
(Barrera, 1976). Si se extrae completa la seccion del tracto del protocerebro, no se
muestra un ERG claro, sin embargo muestra un bajo nivel de ritmicidad con un
estimulo de baja intensidad (Barrera, 1978). En base a una bidiseccion del cerebro en
la linea media, desaparece la amplitud del ritmo ERG de ambos ojos, pero cuando al
cerebro se le realiza una bidiseccién parcial a partir del centro dorsal del 6rgano, el

ritmo del ERG de cada ojo persiste en cierto grado. (Page y Larimer, 1975).

En cultivos de tallo dptico se presenta una baja amplitud del ritmo ERG sin
oscilaciones de los pigmentos retinianos (Sadnchez y Fuentes, 1976). Reportes
posteriores muestran la persistencia del ritmo ERG en preparaciones aisladas de
retina y lamina mantenidos en oscuridad (Aréchiga y Rodriguez, 1998). Todos los
experimentos en animales intactos mostraron que en ambos o0jos se presentan
oscilaciones con cambios de fase, pero el maximo desacoplamiento ocurre cuando se
hace una pequefia lesiéon en el centro del tracto del protocerebro luego de la diseccién
del tracto 6ptico, o en preparaciones de cerebro separadas. El ritmo en cada ojo
persiste en base a diversas preparaciones, lo cual implica un sistema de osciladores
bilaterales. Barrera y Block, 1990, demostraron que la preparacién
protocerebro/tallos oculares aislados exhibe cambios de fase significativos en el ritmo
ERG, los cuales pueden desincronizarse a través de una bidiseccion del protocerebro.
Estos estudios indican que hay una via de entrada desde el cerebro hacia el 16bulo
6ptico que controla los diferentes efectores del ritmo circadiano exhibido a través del
ERG. Anteriormente Larimer y Smith, en 1980, propusieron que el ritmo ERG es
regulado mediante axones neuro-secretores procedentes del cerebro hasta los l16bulos
opticos, de tal forma que el cerebro seria el responsable de controlar las
neurosecreciones del lobulo 6ptico las cuales provocan el movimiento de los

pigmentos. Los experimentos de Barrera y Block (1990) indican que probables
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marcapasos protocerebrales y sus vias de entrada a los lébulos Opticos, son
responsables de la expresion y sincronizacion bilateral del ritmo ERG (ver figura 10).
Este complejo axonal puede ser modulado por axones que se encuentran de un
extremo a otro del SOG, o por fibras eferentes del cerebro hacia el l6bulo dptico.
Algunos de estos axones muestran contenido de serotonina, (Aréchiga, 1990). Una
segunda via que contribuye a la unién y sincronizaciéon de estos ritmos, es la via
hormonal que regula a los pigmentos distales y proximales en la retina, la cual hace
posible el transporte de elementos hormonales como la DPH, RPCH y 5-HT (5-
hidroxitriptamina). La presencia de ritmos circadianos de la DPH y RPCH se ha

comprobado en tallos 6pticos aislados de Procambarus clarkii. (Aréchiga et al., 1990)

El hecho de que los ritmos circadianos puedan controlarse por un ciclo de luz,
demuestra que los marcapasos tienen acceso a fotorreceptores. Como en el caso del
ritmo de la actividad locomotora, se ha mostrado que la amplitud del ritmo ERG en P.
clarkii es controlada por fotorreceptores extra-caudales y extra-retinianos que se
localizan en el ganglio supraesofagico, (Page y Larimer, 1975; Sullivan et al., 2009). Sin
embargo, se ha reportado que el cambio de fase del ritmo y amplitud del ERG es
posible a través de una iluminacion local del sexto ganglio abdominal de P. bouvieri.
(Fuentes e Inclan, 1987, Bernal-Moreno et al.,, 1996; Rodriguez-Sosa, 2006). Se ha
comprobado la presencia de fotorreceptores en el cerebro de cangrejos de rio tanto,

de Procambarus clarkii como de Cherax destructor (Sullivan et al., 2009).

Los axones de los fotorreceptores extra-retinianos finalizan en el puente
protocerebral, donde las fibras de serotonina se proyectan hacia la médula externay a
la region de la glandula sinusal. (Sanderman, 1988). Si esta gldndula se remueve, se
corrompe el ritmo del ERG y de las pseudopupilas de P. clarkii, (Hernandez, 1987). Lo
anterior sugiere una via de entrada serotoninéergica a partir de fotorreceptores
cerebrales hacia el sistema circadiano. Los ritmos circadianos de la sensibilidad
retiniana son controlados por un par de fotorreceptores extrarretinianos y tres pares
de osciladores (las células retinulares en los dos ojos, el sistema neuro-secretor en los

dos l6bulos dpticos y un par de marcapasos putativos. (Fanjul y Prieto, 2003).
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donde se muestran los osciladores circadianos y sus correlaciones funcionales. Los
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osciladores o marcapasos fisiologicos establecidos (circulos grises) se presentan en la
retina, el sistema del 6rgano X y la glandula sinusal, los fotorreceptores caudales
(CPRs), los cuales modulan los cambios de fase durante la fotosincronizacidn. Se
muestra también el cerebro junto con los fotorreceptores cerebrales (BPR); estos
ultimos, no son osciladores, pero son responsables de la fotosincronizacion de la luz
en los ritmos locomotores; las flechas indican los efectos respectivos sobre la
locomocion y la amplitud del registro ERG. El simbolo de interrogacion en el ganglio
abdominal se refiere a un posible oscilador en el cordén nervioso ventral.
Abreviaciones: BPR: fotorreceptor cerebral; CPR: fotorreceptor caudal; R: retina; SG:

glandula sinusal; XO: 6rgano X. (Tomado de Strauss y Dircksen, 2010).

2.9 Monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), elemento de respuesta al AMPc

(CRE) y proteina de uniéon a CRE (CREB).

El monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) acttia como segundo mensajero al
activar de manera alostérica una o varias proteinas cinasas (PK) denominadas PKA.
Estas enzimas fosforilan diversas proteinas de membrana y citoplasmaticas. Ademas,
modifican la expresion génica por medio de la activacién de uno o varios factores de
transcripcion. El mas conocido es el denominado CREB (Cyclic-AMP response- element-
binding protein/proteina de union al elemento en respuesta al AMPc). Los niveles de
AMPc son regulados por la actividad de las enzimas adenilato ciclasa (sintesis) y de las
fosfodiesterasas (degradacion). La adenilato ciclasa es activada por una o varias
proteinas G (asociadas a GTP) estimuladoras (Gs), e inhibida por las proteinas G
inhibidoras (Gi), ubicadas ambas en la cara interna de la membrana celular. (Dvorkin,

2010).

Algunos mecanismos de control de la transcripcion pueden clasificarse
basandose en la respuesta comun a ciertos factores metabdlicos. Las moléculas que
responden a estos factores son llamados elementos de respuesta. CRE (elemento de
respuesta al AMPc) se enlaza con proteinas (factores de transcripcién, como CREB)

producidas en ciertas condiciones de la célula, activando asi a varios genes
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relacionados. En esta forma difieren asi de los operones porque los genes no se
enlazan en secuencias ni son controlados por un promotor unico. Varios genes
diferentes, todos ellos con promotores unicos, pueden ser afectados por el mismo
factor de transcripcién que se enlaza con el elemento de respuesta al AMPc.

(Campbell, 2004).

El factor de transcripcion CREB es una proteina de 43 kilodaltones localizada
en el interior del nucleo que puede unirse al AMPc y afectar de este modo a la
actividad génica, regulando la transcripciéon de genes que contienen un lugar CRE en
sus regiones reguladoras. CREB es un elemento de la familia basica de factores de
transcripcion “helix-loop-helix”, las cuales incluyen a ATF-4 (factor activador de
transcripcion 4) y CREM (proteina moduladora del elemento de respuesta al factor
activador de transcripciéon 1 y AMPc). El proceso en donde participa CREB involucra al
AMPc, el cual interactia con la proteina cinasa A (PKA) que fosforila a CREB en el
nucleo de la célula. La proteina CREB fosforilada interviene en la regulacion de la
actividad de algunos genes que, al expresarse, dan lugar a diferentes productos
protéicos que pueden modificar la actividad de la célula. (Soriano, 2007). Aunque adin
contintian las investigaciones, la transcripcion mediada por CREB se ha relacionado
con una gran variedad de procesos fisioldgicos como son la proliferacién,

diferenciacion celular, espermatogénesis y ritmos circadianos. (Campbell, 2004).

La induccién de la expresion génica a través de CREB (transactivacién) es un
proceso que inicia con la fosforilacién de la serina 133 a través de vias activadoras de
cinasas de AMPc, como la via de la PKA, la cual es activada por la liberaciéon de AMPc;
la proteina cinasa C, que es estimulada por la liberacién de Ca2+ y MAPK’s (mitogen
activated protein kinase) también fosforilan a CREB. (Campbell, 2004). Estos eventos
permiten que el dominio KID (regiéon de 60 aminoacidos que contiene al sitio de
fosforilacién por PKA) de CREB se una a la proteina scaffold de andamiaje CBP la cual,
es una proteina ligadora enlazandose a CREB después de que ha sido fosforilado, para
formar posteriormente un puente entre el elemento de respuesta y la region
promotora, considerandose asi a CBP como un mediador o coactivador. (Campbell,

2004). La asociacion de CREB con CBP antes explicada, estabiliza al complejo
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transcripcional que facilita la transcripcion de genes. Se ha determinado que la
importancia de CREB en la fisiologia del nucleo supraquiasmatico en mamiferos,
subyace en que esta via se activa con una respuesta fotica, induciendo asi con la luz el
ajuste del reloj, donde la activacién de CREB estd bajo control de un oscilador
circadiano, por lo que varios genes reloj son blanco de la via CREB/CRE (Boyoung,
2010). EL aumento de AMPc estimulando a la PKA, provoca la translocacion al nuicleo
donde fosforila a CREB y aumenta asi su afinidad por CBP. El complejo CREB-CBP
activa la transcripcion. La respuesta termina cuando la PKA fosforila una fosfatasa que

desfosforila a CREB. (Barne y Levy, 2009). Ver figura 11.

(a)
CREB (factor de

‘ transcripcion especifico)

Intensificador TATA
19&-\ fosforila a CREB

ADN

(b) CRE

Figura 11. Activacion de la transcripcién via CREB y CBP. a): CREB no fosforilado no se
enlaza con la proteina enlazante de CREB (CBP) y no ocurre la transcripcién. b) La
fosforilacién de CREB ocasiona que se enlace CBP a CREB, uniéndose posteriormente
con el complejo basal ARN polimerasa y el Factor General de Transcripciéon-GTF) que
activa la transcripcion. (Tomado de Molecular Biology por Weaver F.R., McGraw-Hill,

1999).
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2.9.1 Papel del AMPc y CREB en el reloj circadiano.

La sefializacion de segundos mensajeros se ha visto como una parte importante
dentro de la induccién celular. La modulacién circadiana de la sefializacién con
segundos mensajeros se ha reportado como una via de salida en la ritmicidad celular
en el SCN en mamiferos, ya sea in vivo o in vitro. (O’'Neill y Reddy, 2012). Una
caracteristica interesante, son los mecanismos intracelulares que inducen la
transduccion a partir de una sefial de ajuste que modifica la expresién circadiana de
los genes reloj. En 1998, Balsalobre y Damiola reportaron que un shock de suero
induce oscilaciones circadianas de y control de genes reloj en fibroblastos de rata-1
(mutante). Esta respuesta al shock de suero probablemente mimetiza el efecto que
realiza la luz en el nucleo supraquiasmatico ya que ambos provocan una induccién
aguda e inmediata de la expresiéon de mRNA de perl. En el afio 2000, Zhua y LaRue
demostraron la inducciéon del ciclaje de perl a base de un tratamiento de shock de
suero y luz, en cultivos retinianos de Xenopus laevis. Desde estos importantes
hallazgos, una variedad de tratamientos se han reportado con la caracteristica de
modificar los ritmos circadianos en células cultivadas. (Neill, et al, 2008). Dentro de
los factores que modulan la transduccién en las vias de sefializacién, se han visto
involucrados niveles elevados de AMPc y/ o Ca+2 aunados a la activacién
transcripcional de CRE en el promotor de per 1y 2. (O’Neill y Reddy, 2012). Ver figura
12.

Como se senald anteriormente, la oscilacion de la expresion de los genes reloj
es el resultado de la interacciéon de los componentes de las asas de retroalimentacién
interrelacionadas en el reloj molecular. Se ha visto que la sefial del AMPc constituye
un auténtico componente de la red circadiana. En los mamiferos, se ha demostrado
que la sefializacién de AMPc es ritmica, sosteniendo al asa transcripcional del nucleo
supraquiasmatico, determinando propiedades candnicas del marcapasos como es el
periodo del ritmo (Neill, 2008). Masao (2010) menciona que los niveles intracelulares
de AMPc influyen en las caracteristicas circadianas de células del nucleo
supraquiasmatico. Estas cantidades de AMPc intracelulares provocan cambios en el

periodo del ritmo de la actividad locomotora a través de ensayos que inhiben la
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produccion intracelular del AMPc en este marcapasos y teniendo incidencia directa

en el ciclaje de genes reloj como es perl. (Neill, 2008).
2.9.2 Activadores de la adenilato ciclasa e inhibidores de la proteina cinasa A

La forskolina es una substancia extraida de la planta Coleus forskohlii, 1a cual es
capaz de inducir la expresion inmediata del mRNA de per1 y disparar la expresion de
los genes circadianos en fibroblastos de rata-1, (Yoshiki y Eisuke, 2003). Se ha
propuesto que lo anterior se debe a la activacion de la adenilato ciclasa, que
incrementa los niveles intracelulares de AMPc, y la PKA. La induccién de la expresion
transitoria del mRNA de perl es inhabilitada a través de un inhibidor de cinasas
dependientes de AMPc. Por otra parte, tanto una PKA especifica de un analogo de
AMPc, como el incremento de calcio intracelular, pueden inducir la expresion rapida
de perl, lo que sugiere la participacién de la transduccién de la sefial de calcio en el
ajuste del reloj circadiano. Diversos datos sugieren también que CREB actua rio arriba
de los componentes principales del reloj. CREB fosforilado puede unir sitios de CRE en
el promotor de perl e inducir directamente su transcripcion, asi como CREB puede
ser fosforilado por multiples proteinas cinasas incluyendo a la PKA. La cinasa
dependiente de calmodulina y la via de MAPK pueden ajustar también al reloj

circadiano a través de la activacién de CREB. (Yoshiki y Eisuke, 2003).

En diversos estudios se han encontrado alrededor de 65 compuestos que son
inhibidores especificos de varias proteinas cinasas. Asi como existen activadores de la
magquinaria circadiana a nivel molecular, promoviendo el aumento de la expresion de
diversos elementos reloj, existen inhibidores de algin elemento que interviene en la
via de sefializacién AMPc-CREB antes explicada. (Bain, et al., 2007). Tal es el caso del
péptido inhibidor de la proteina cinasa A dependiente de AMPc, también conocido
como PKI, el cual inhibe la fosforilacién de proteinas blanco uniéndose al sitio del
sustrato de la proteina de la subunidad catalitica de la PKA, (Beale y Deadman, 1977).
Otro farmaco utilizado en diversos estudios, es el compuesto H89, el cual se ha

reportado como un inhibidor selectivo de la PKA. (Bain, et al, 2007).
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Figura 12. Modelo que explica una posible regulacién transcripcional en los genes
reloj a través de sefiales circadianas responsables de la expresion de la amplitud del
ritmo ERG. La unién de una sefial circadiana con su receptor, ya sea una molécula o
una sefial luminica, provoca un incremento de la concentraciéon intracelular de AMPc a
través de la activacién de la enzima adenilato ciclasa (AC), la cual, activa a la proteina
cinasa A (PKA). La activacion de esta via mediante la interaccion de AC/PKA induce la
respuesta inmediata de factores de transcripcion, tal como CREB, el cual, ya
fosforilado, con la proteina de enlace CBP, se une en el DNA a una secuencia especifica
(CRE) y a elementos promotores E-BOX, los cuales activan la transcripciéon de los

genes reloj.
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3. Planteamiento y justificacion.

La proteina de union al elemento en respuesta al AMPc (CREB, cAMP response
element binding protein) actia como un factor de transcripcion uniéndose a ciertas
secuencias de DNA llamados elementos de respuesta al AMPc, mediante los cuales se
incrementa o reduce la transcripcion de los genes reloj. Tanto estructural como
funcionalmente, CREB esta relacionado con el elemento de respuesta al AMPc, (CRE,
cAMP response element). La interaccion de CREB con CRE induce la expresidn de genes
reloj en los mamiferos particularmente del gen per. Se ha propuesto que tal induccién
de la expresién génica a través de CREB (transactivacion) de los genes reloj, presenta
una interaccién con el AMPc (monofosfato de adenosina ciclico), la cual es ritmica y
mantiene al asa transcripcional del nucleo supraquiasmatico, determinando
propiedades canonicas del marcapaso como es el periodo del ritmo. Tanto in vivo
como in vitro se ha demostrado que el AMPc / Ca++ inducen la expresion de genes
reloj propiciando la sincronizacién del reloj en la fase nocturna. Teniendo en cuenta
los resultados en trabajos anteriores en mamiferos, en esta tesis se pretende
comprobar el efecto del AMPc sobre la expresion del ritmo circadiano ERG,
investigando la accion directa e indirecta de este compuesto en el ojo del cangrejo de

rio, tanto en animales integros como en tallos oculares aislados.
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4. Hipotesis

En el cangrejo de rio, El AMPc modula al periodo del ritmo circadiano del ERG

mediante su accién sobre la PKA y la via de sefializaci6n CREB-CRE.

5. Objetivos

Generales

Determinar si el efecto del AMPc sobre el ritmo ERG del cangrejo de rio es

debido a una posible via de sefializaciéon de CREB.
Particulares

Evaluar el efecto del AMPc sobre el periodo del ritmo ERG en cangrejos de rio adultos

e integros.

Evaluar el efecto del AMPc en ojos aislados de dos géneros de cangrejos de rio sobre el

periodo del ritmo ERG.

Evaluar el efecto de un activador de la adenilato ciclasa en ojos asilados de dos

géneros de cangrejos de rio sobre el periodo del ritmo ERG.

Evaluar el efecto de un inhibidor de la proteina cinasa A (PKA) en ojos aislados de dos

géneros de cangrejos de rio sobre el periodo del ritmo ERG.
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6. Métodos

Para todos los experimentos realizados que a continuacién se explicaran, se
utiliz6 una N total de 45 animales previamente aclimatados en condiciones de
luz/oscuridad 12:12 de ambos géneros de cangrejos de rio en intermuda, estos se
colocaron en acuarios donde el agua se encontraba a una temperatura ambiente (16-

21°Q).
6.1 Registros electrorretinograficos

En todos los tallos oculares de los cangrejos de rio, ya sean aislados o in vivo, se
colocé un microelectrodo, implantandolo a través de la cérnea, cerca de la membrana
basal y midiendo la diferencia de potencial extracelular provocada por la luz en la
retina, (ERG). Para ello se utilizé un fotoestimulador A Grass PS22, con una intensidad
luminica constante (50 Ix) de luz blanca, disparando pulsos cada 15 minutos durante
todo el tiempo de registro. Los ojos registrados se encontraban a una distancia de 10-
15 cm de la fuente luminosa. El registro ERG provocado por el flash de luz se
transmitié a un preamplificador DC (Grass 7P122), donde de manera continua se
registré la respuesta ERG mediante un poligrafo (Grass mod. 79). Simultaneamente, la
sefial eléctrica se envi6 a una PC mediante una tarjeta de interface (PC Lab Card- PCL-
812 Advantech), para posteriormente analizar los datos. Se realizaron las
conversiones de unidades para obtener los valores de pV provocados por el
fotoestimulador en los registros ERG los cuales se suavizaron promediando cada tres
datos y se graficaron, colocando los valores de uV porcentualizados en el eje de las
ordenadas y al tiempo externo en el eje de las abscisas, a partir de las primeras 24 hrs

de cada registro.

6.2. Tratamiento de db-AMPc (dibutiril AMPc) en montajes de cangrejos de rio

para el registro del ritmo ERG.

Se utilizaron 10 cangrejos de rio adultos de la especie Procambarus clarkii, sin
distincion de sexo, para registrar el ritmo electrorretinografico, colocandolos en un

contenedor especial con agua a temperatura ambiente (16-20°C) con espacio
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suficiente para no perturbar al animal en una camara en oscuridad constante. El agua
tuvo un nivel de modo que se permitiera la hidratacion del animal. A los cangrejos de
rio se les colocd un sujetador para impedir su escape y fijarlos, de modo que se
permitiera situar el electrodo en uno de los ojos, sujetandoles las quelas para evitar
que se retiraran el microelectrodo. Posteriormente, se inyect6 con una jeringa de
insulina aproximadamente 10 pl de db-AMPc a una concentraciéon de 10 pM al mismo
tallo ocular del ojo al que se coloc6 el microelectrodo. En los diferentes registros, el
tratamiento del db-AMPc se aplicd, ya sea al inicio del registro ERG (5 animales), o
dejando registros como control sin el tratamiento y alrededor de 2-3 dias/ciclos se le
inyecto al animal el tratamiento (5 animales). Los animales permanecieron montados
durante todo el tiempo de registro (de 5 a 10 dias). Al inyectar el fArmaco no se

interrumpid el registro ni se alteraron las condiciones antes mencionadas.

6.3 Tratamientos experimentales para el registro ERG en tallos oculares

aislados.

Se utilizaron cangrejos de rio adultos, de sexo indistinto, de los géneros
Cambarellus montezumae y Procambarus clarkii, los cuales se colocaron por 10
minutos en frio (4°C), ya que a bajas temperaturas la tasa cardiaca y la funcién neural
son inhibidas parcialmente en estos animales, lo que confiere la posibilidad de
disminuir en cierto grado la sensacién de dolor, (Sun et al., 2012). Posteriormente, se
realizo la extraccién de los tallos oculares desinfectados externamente con etanol 96°
para su montaje y registro in vitro del ritmo ERG. Ambos tallos oculares se colocaron
por separado en cajas de Petri estériles, conteniendo 7 ml de medio Van Harreveld
(solucion fisiologica) estéril, donde se mantuvieron dentro de refrigeradores bajo
oscuridad constante, a una temperatura entre 7-10°C para promover la conservacion
del tejido. Se hicieron dos grupos de tallos oculares por cada animal para el registro
del ritmo ERG: controles y experimentales. A los tallos oculares experimentales,
ademas de la solucidn fisioldgica, se adicionaron desde el comienzo del registro ERG

71 pl de forskolina (un activador de la enzima adenilato ciclasa), con el fin de que el
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medio acuoso resultara a una concentracion final de 7uM (10 animales). Se realiz6 el
mismo procedimiento para agregar a uno de los tallos oculares experimentales de los
animales un tratamiento de un analogo de AMPc (dibutiril AMPc) del cual se
agregaron 80 pl para obtener una concentracién final de 10uM en la solucién
fisiologica (10 animales). Un ultimo ensayo consistié en tratar a los tallos oculares
experimentales con un inhibidor selectivo de la proteina cinasa A, para lo que se
utilizo el farmaco H89; este se prepard en un stock para obtener una concentraciéon
final de 9uM en los 7 ml de solucién fisiolégica afiadiendo 71 pl del farmaco al medio
(10 animales). Se desinfect6 el lugar donde se colocaron las cajas de Petri con los
tallos oculares en los respectivos tratamientos cada vez que se monté un nuevo
experimento; esto mismo se realizé con los microelectrodos y tierras que se
acomodaron en cada ojo en sus medios. Los diferentes tratamientos se agregaron
desde el primer dia de registro ERG, donde todos los ojos, tanto controles como
experimentales, se registraron sin interrupciones manteniendo constantes las

condiciones experimentales antes mencionadas por un tiempo de 4 a 8 dias.

6.4. Preparacion de los farmacos
Anilogo de AMPc (db-AMPc).

El stock se prepar6 diluyendo el fairmaco en agua destilada estéril. Se prepar6
una solucién final de 10 uM en inyeccidn para animales integros a partir de 4.91 pg del
compuesto para disolver en 1 ml de agua destilada estéril. Para los ojos aislados, se
preparé un stock afiadiendo 16 pg del compuesto para diluir en agua destilada estéril,
para posteriormente agregar 80ul del stock a los ojos experimentales con el fin de
obtener una solucién final de 10 uM en 7 ml de solucion fisiolégica de db-AMPc. El
stock se mantuvo a una temperatura de 0°C para su conservacion. (Ver en apéndice

detalles del fabricante).
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Forskolina

Se preparo6 un stock de forskolina disuelto en DMSO (dimetil sulfoxido) a partir
de 8.25 pg de forskolina para diluirlo en 1 ml de DMSO. Del stock se agregaron 71 pl a
la solucioén fisiologica con el ojo aislado experimental para lograr una concentraciéon
final de 7uM en 7 ml de solucién fisiol6gica HEPES. Esto se realiz6 en ojos aislados de
ambos géneros de cangrejo de rio para el posterior registro ERG. Para la preparaciéon
del stock se utiliz6 DMSO, ya que se ha reportado que solventes como el etanol
inhiben la actividad de la forskolina sobre la adenilato ciclasa. El stock se mantuvo a
una temperatura de 0°C para su conservacion en la aplicacion de futuros

experimentos. (Ver en apéndice detalles del fabricante).
H89

Se prepar6 un stock con 18 pg de H89, diluyéndolos en 1 ml de DMSO, para
agregar 71ul del stock obteniendo una solucién final 9.62 pM en 7 ml de solucién
fisiolégica para el registro ERG en tallos oculares aislados de ambos géneros de
cangrejos de rio. El stock se mantuvo a una temperatura de 0°C para su conservacion

en la aplicacién de futuros experimentos. (Ver en apéndice detalles del fabricante).
Solucidn fisiol6gica Van Harreveld

Se preparé la soluciéon Van Harreveld segin Mitsuhashi, 2002. La solucién se
almacené a una temperatura de 10°C, para ser utilizadas en las preparaciones de ojos

aislados. (Ver en apéndice mas detalles).

37



6.5. Analisis estadistico de los datos
Periodogramas x* de los datos provenientes de los registros ERG.

Se realizaron las conversiones de unidades para obtener los valores de pVv
provocados por el fotoestimulador en los registros ERG, se suavizaron promediando
cada tres. A estos datos se les realizé un andlisis de periodégramas de x?, utilizando el
programa de computo TAU (Minimitter, Co. Inc.) con el fin de calcular e identificar
picos significativos en los periodos de los diferentes ritmos exhibidos en base a las
condiciones experimentales antes mencionadas (basado en el analisis de Sokolove y
Wayne, 1978). Los periodogramas se construyeron a partir del analisis de series de
datos obtenidos de los registros ERG, resultado del andlisis de y* donde se
identificaron los diferentes periodos con un nivel de significancia de 0.01. Los
periodogramas se graficaron colocando a los valores Qp (ver definiciéon en apéndice)
en el eje de las ordenadas y a los periodos alcanzados en horas en el eje de las
abscisas con sus respectivas lineas de significancia que el programa TAU arrojé segiin
los valores de cada registro analizado. Para mas detalles del fundamento del

periodograma de x* ver en Sokolove y Wayne, (1978).
Prueba de t de Student.

Se tomaron en cuenta los valores de los periodos significativos obtenidos en los
periodogramas de x* en todos los registros ERG: tanto en animales integros, como en
ojos aislados de ambos géneros de cangrejos de rio. Para el grupo de registros ERG de
animales integros, se realiz6 una prueba de t de Student para muestras
independientes con el objeto de comparar las medias de los periodos obtenidos entre
registros control y experimentales. Esto mismo se realiz6 en el grupo de ojos aislados
en ambos géneros de cangrejo de rio, donde ademas de realizar el andlisis entre
controles y experimentales, se hizo la prueba estadistica entre los registros control de
Cambarellus montezumae y Procambarus clarkii para analizar si existen diferencias
significativas en el valor de los periodos alcanzados en los ritmos ERG exhibidos de

ambos géneros de cangrejos de rio.
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7. Resultados

En todos los registros ERG que a continuacidn se mostraran, se graficd en el eje
de las ordenadas el porcentaje de uV provocados por el ritmo ERG, mientras que en el
eje de las abscisas se muestran las horas en tiempo externo, a partir de las primeras
24 hrs de los registros. En todos los periodogramas mostrados se grafico el Qp (ver
apéndice) en el eje de las ordenas, mientras que las horas de los periodos

significativos alcanzados por los registros ERG se muestran en el eje de las abscisas.

En las figuras 13 y 14 se muestran algunos registros representativos del ritmo ERG

obtenido en los animales integros de la especie P. clarkii.
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7.1 Registros ERG de Procamabrus clarkii integros con db-AMPc

7.1.1. Registro ERG de Procambarus clarkii con su periodograma de x*adjunto en cada

parte control y experimental de los registros.
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Fig.13. A. Registro ERG en cangrejo de rio Procambarus clarkii adulto. Se dej6 oscilar
por dos dias y medio. No se exhibe un ritmo significativo u oscilacién marcada; se
aplico, luego de esos dos dias y medio, un pulso de db-AMPc (10uM) en el tallo 6ptico
del animal. Se observa que luego del pulso del farmaco existe una mejora del ritmo
haciendo evidentes oscilaciones constantes en el ritmo ERG. B. Periodograma de x* del
animal (dos dias y medio) del registro ERG, se puede observar que no hay ningin

ritmo significativo. C. Periodograma de x* a partir del momento en que se aplicé el
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pulso de db-AMPc (10uM). Se observa un pico significativo cercano a 24 hrs. (23.50
hrs). Notese que durante los primeros dias de registro no hay un ritmo claro. La figura
13. A muestra los dos primeros dias de registro en el que no se observa un ritmo

evidente. Al aplicar el db-AMPc el ritmo emerge como se muestra en la figura 13.C.

7.1.2. Registro ERG de Procambarus clarkii con su periodograma de y?adjunto en cada

parte control y experimental de los registros.
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Fig.14. A: Registro ERG en cangrejo de rio Procambarus clarkii adulto. Se dejo oscilar

por dos dias y medio. Las oscilaciones del ritmo son irregulares, luego de éste tiempo,
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se aplicé un pulso de db-AMPc (10uM) en el tallo 6ptico del animal. El registro ERG se
muestra mas regular y emergente comparandolo con los dias de registro antes de la
aplicacion del farmaco. B: Periodograma de x* del tiempo en que se dejé oscilar al
animal (control). Se muestra que no hay ningun ritmo significativo. C: Periodograma
de x? a partir del segundo dia del registro ERG, donde se aplicé el pulso de db-AMPc

(10pM). Se observa un pico significativo cercano a 30 hrs.
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7.2 Registro ERG en Ojos asilados de cangrejo de rio (Procambarus clarkii) con

el tratamiento de db-AMPc (concentracion final de 10 puM)
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Fig.15. A y B: Registros ERG en ojos aislados de Procambarus clarkii (mismo animal).
A. Ojo aislado control con solucidn fisiologica: se muestra un ritmo con oscilaciones
poco marcadas. B. Ojo asilado experimental (concentracién final de 10 uM db-AMPc en
la solucidn fisiolégica): se muestra un ritmo con oscilaciones mucho mas acentuadas a
comparacién del ojo control. C: Periodograma de x* en el ojo control con un pico
ultradiano apenas significativo de 14.80 horas. D: Periodograma de x* del ojo
experimental donde se observan tres picos significativos con periodos de 22, 25.10 y
27.5 hrs, mayores que en el periodo mostrado en el ojo control. (La escala en el eje de
las abscisas del periodograma C se escal6 hasta 15 horas al no presentarse periodos

significativos superiores a 14.80 horas en el analisis que arrojé TAU).
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7.3 ERG en Ojos asilados de cangrejo de rio (Cambarellus montezumae) con el

tratamiento de db-AMPc (concentracion final de 10 uM)
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Fig.16. A y B: Registros ERG en ojos aislados de Cambarellus montezumae (mismo
animal). A. Ojo aislado control con solucidn fisiolégica. El ritmo ERG muestra una
frecuencia de oscilacion baja. B. Ojo asilado experimental (concentracion final de 10
uM db-AMPc en la solucién fisiolégica). El ritmo ERG muestra oscilaciones con una
frecuencia mayor que en el ojo control, ademds de una oscilacién mas acentuada. C:
Periodograma de x* en el ojo control con un pico de 20 horas significativo. D:

Periodograma de x* del ojo experimental donde se observa un pico significativo de

21.55.
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7.4 Registro ERG en Ojos asilados de cangrejo de rio (Procambarus clarkii) con

el tratamiento de forskolina (concentracion final de 7uM)
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Fig.17. A y B: Registros ERG en ojos aislados de Procambarus clarkii (mismo animal).
A. Ojo aislado control con solucion fisiolégica, no se observan oscilaciones claras en el
ritmo ERG, ademas de que este decae con el transcurso de tiempo de registro. B. Ojo
asilado experimental (concentracién final de 7 uM de forskolina en la solucién
fisiol6gica). Se observan oscilaciones a comparaciéon del ojo control donde no se
observan. El ritmo se mantiene constante. C: Periodograma de x* en el ojo control
donde no muestra periodos significativos. D: Periodograma de x* del ojo experimental
donde se observa un pico significativo con un periodo de 24.50 horas. . (La escala en el

eje de las abscisas del periodograma C se escalé hasta 20 horas al no presentarse

periodos significativos superiores en el analisis que arrojé TAU).
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7.5 Registro ERG en Ojos asilados de cangrejo de rio (Cambarellus montezumae)

con el tratamiento de forskolina (concentracién final de 7uM)
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Fig.18. A y B: Registros ERG en ojos aislados de Cambarellus montezumae (mismo

animal). A. Ojo aislado control con solucion fisiolégica, se observa un ritmo con

oscilaciones poco claras. B. Ojo asilado experimental (concentracion final de 7 uM de

forskolina en la solucidén fisiolégica). El ritmo es muestra, a comparaciéon del ojo

control con oscilaciones muy marcadas y constantes. C: Periodograma de x* en el ojo

control con un periodo de 23.80 horas significativo. D: Periodograma de x* del ojo

experimental donde se observa un periodo significativo de 24 horas.
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7.6 Registro ERG en Ojos asilados de cangrejo de rio (Procambarus clarkii) con

el tratamiento de H89 (concentracion final de 9uM)

Control H89
A B
100 4 100
80 1 80
> 60 1 > 60 1
e R
= 40 40 |
20 1 20 A
0 : ; - - ‘ 0 . . . ‘ .
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Horas Horas
D
c 80
60
T=26.70
50 60 4
40
— o
8 o 40 1
30
20 A
20
10 R T A
15 16 18 20 22 24 26 27 28 30 56 7 8 9 10 12 14 16 17 18 19 20
Periodo (hrs) Periodo (hrs)

Fig.19. A y B: Registros ERG en ojos aislados de Procambarus clarkii (mismo animal).
A. Ojo aislado control con solucién fisiologica. El ritmo muestra oscilaciones tenues,
donde luego de 4 dias se ve que decae progresivamente. B. Ojo asilado experimental
(concentracion final de 9 uM H89 en la solucion fisiolégica). El ritmo se torna
ultradiano al aplicar el fairmaco, a comparacién del ojo control. C: Periodograma de x>
en el ojo control con dos picos significativos: un periodo de 21 horas y otro de 26.70
horas. D: Periodograma de x* del ojo experimental donde se observa un periodo
significativo con modalidad ultradiana de 5.7 horas. (La escala en el eje de las abscisas
del periodograma D se escal6 hasta 20 horas al no presentarse periodos significativos

superiores a 5.7 horas en el analisis que arroj6 el programa TAU).
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7.7 Registro ERG en Ojos asilados de cangrejo de rio (Cambarellus montezumae)

con el tratamiento de H89 (concentracion final de 9uM)

Control H89
A B
100 - 100
90
80 4
80
2 >
s %01 = 70
= =
60
40
50 4
20 : . . . . 40 . . ‘ .
24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24
Horas (tiempo externo) Horas (tiempo externo)
c D
100 - 70 -
1=24.40 | 1=16.20

Periodo (hrs) Periodo (hrs)

Fig.20. A y B: Registros ERG en ojos aislados de Cambarellus montezumae (mismo
animal). A. Ojo aislado control con solucién fisiolégica. Se muestra una oscilaciéon poco
marcada que va decayendo de acuerdo al avance de dias de registro. B. Ojo asilado
experimental (concentracién final de 9 uM H89 en la solucidn fisiolégica). El registro
ERG se muestra alterado con oscilaciones irregulares y a simple vista con caracter
ultradiano. C: Periodograma de x* en el ojo control con un periodo de 24.40 horas
significativo. D: Periodograma de x? del ojo experimental donde se observan periodos
ultradianos significativos, (3.9, 5.7, 10.5, 14.40 y 16.20 horas). (La escala en el eje de
las abscisas del periodograma D se escal6é hasta 17 horas al no presentarse periodos

significativos superiores a 16.20 horas en el analisis que arroj6 el programa TAU).
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7.8 Analisis estadistico con prueba de t de Student

7.8.1 Comparacion estadistica entre los datos controles y experimentales en los ritmos

ERG de Procambarus clarkii.
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Fig. 21. A: Diferencias de las medias de los periodos entre los datos control y
experimental (db-AMPc) de los registros ERG de animales integros Procambarus
clarkii. * P< 0.001. El andlisis mostré diferencias significativas en los periodos
exhibidos entre controles y experimentales. B: Andlisis estadistico con prueba de t

para muestras independientes donde se muestra que no hubieron diferencias
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significativas en los periodos exhibidos entre ambos géneros de cangrejo de rio en ojo
aislado, (los valores del analisis se observan en la Tabla 1), C: Analisis estadistico con
prueba de t en cada grupo experimental en ojos aislados de ambos géneros de
cangrejo de rio. En los tres tratamientos, se presentaron diferencias significativas
entre los periodos exhibidos de controles y experimentales. *P< 0.01. Se observa un
efecto contrario en el tratamiento de H89 comparandolo con los otros farmacos

(forskolina y db-AMPc).

Género Media Desv.Est Error
horas
Procambarus | 25.82 6.37 h 1.54 h
clarkii
Cambarellus 25.34 8.47h 1.52h
montezumae
Tabla 1.
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8. Discusion

En este trabajo, se analiz6 el efecto del AMPc sobre los ritmos ERG de dos
géneros de cangrejos de rio en diferentes condiciones experimentales. La hipétesis
que sostendria los efectos del AMPc sobre el ritmo ERG, apuntaria a la posible

participacion de la via de sefializacion AMPc-PKA-CREB-CRE.

En los resultados obtenidos de los registros ERG, tanto en cangrejos de rio
Procambarus clarkii integros, como en ojos aislados del mismo género y de
Cambarellus montezumae, se mostré una relaciéon entre el periodo obtenido y el
tratamiento con db-AMPc y/o forskolina; el valor del periodo siempre aumento,
mostrando diferencias significativas entre las partes control y experimental. Tal como
se muestra en los experimentos de Masao, (2010) y Neill, (2008), los resultados que
aqui se presentan sugieren lo mismo que en mamiferos en el nucleo
supraquiasmatico, donde los niveles intracelulares de AMPc influyen en parametros
como el periodo. La estructura que aqui actuaria como marcapasos en base a estos
cambios intracelulares de AMPc seria el tallo ocular de los cangrejos de rio. Lo
anterior, es el resultado de la maquinaria que participa en esta estructura tal como
son la retina, la acciéon circadiana de los fotorreceptores y de los pigmentos

proximales y distales, dando como resultado la respuesta del ERG.

Ademas de los resultados obtenidos en este trabajo, que muestran cambios en
los periodos de los ritmos ERG, aparentemente, también se presentaron cambios en la
amplitud, como muestran trabajos que estudiaron el efecto de varios tratamientos
farmacolégicos (Fuentes-Pardo y Verdugo, 1985; Fuentes Pardo y Moreno, 1987). Sin
embargo, este parametro no fue cuantificado. Se consider6 analizar tinicamente el
periodo de los ritmos exhibidos del ERG, ya que es la propiedad candnica de los ritmos
que define caracteristicas centrales de estos, como son las modalidades circadianas,
ultradianas e infradianas. El periodo, es la propiedad de los ritmos que mas se ha
analizado en diversos experimentos circadianos de mamiferos y otros modelos

animales donde se analizan los efectos del AMPc.
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Como se puede ver en la figura 21. A, el valor del periodo exhibido en promedio
en los controles de P.clarkii (integros) tiene una modalidad ultradiana (+-10 hrs),
presentandose posteriormente un alargamiento del periodo al momento de la
aplicacion del AMPc, obteniendo valores cercanos a 24 hrs en los periodos (modalidad
circadiana). Es posible que los periodos ultradianos mostrados en los controles se
deban a que los animales, a pesar de su aclimataciéon previa, se encontraban
arritmicos. Lo anterior podria ser debido a la época en que se colectaron los animales.
Algunos cangrejos de rio pudieron haber presentado una edad que no se refleja
fisicamente, ya que fueron colectados desconociendo la fecha de su eclosién, por lo
que fue probable el uso de animales juveniles, que aparentaron ser adultos. Lo
anterior, influye directamente en la calidad del ritmo ERG, como hace referencia
Fanjul y Prieto (1996), donde se analizé el ritmo ERG de cangrejos de rio Procambarus
clarkii en estadios juveniles. Este estudio mostr6, que en etapas juveniles de los
cangrejos de rio, se presentan ritmicidades ultradianas o arritmias, mientras que los
animales con mayor madurez presentan ritmos cercanos a 24 horas. Lo anterior se
podria atribuir al grado de desarrollo del sistema circadiano y los osciladores que
intervienen en la respuesta ERG en distintas etapas del ciclo de vida en estos animales.
En C. montezumae no se realizaron registros ERG en animales integros por el hecho de
que este género, por ser el mas pequefio, presenta un drea mas pequefia en los tallos
oculares, lo que provocaria, al momento de inyectar el firmaco, un dafio total o parcial
del pedunculo ocular. No se conté con un instrumento adecuado para administrar una
dosis en relacion al tamafio y cantidad de hemolinfa de C. montezumae, ya que si se le
hubiese inyectado la misma cantidad de a P. clarkii, probablemente se provocaria la
muerte al animal por una sobredosis del farmaco. En P. clarkii se utilizaron jeringas de
insulina por presentar un tamafio superior a C. montezumae, donde se les pudo
administrar el farmaco (db-AMPc) sin dificultad en el tallo ocular, mostrando gran

resistencia a los montajes por periodos de tiempo prolongados.

En cuanto a las diferencias entre los controles de cada grupo experimental en
ojos aislados cabe mencionar que el andlisis se realiz6 mezclando los valores de

ambos géneros de cangrejos de rio debido a que no se mostraron diferencias
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significativas entre los valores de los periodos exhibidos entre controles de ambas

especies (ver tabla 1).

En la figura 21.C, se muestra el andlisis con el tratamiento de H89 con valores
de los periodos de los controles de +-5 horas de diferencia respecto al resto de los
controles de los otros tratamientos (db-AMPc y forskolina). Tales valores de los
periodos de los controles del grupo experimental de H89 (cercanos a 25 horas)
coinciden con los estandares de los controles de ambas especies (figura 21. C). Las
diferencias antes indicadas probablemente se deban a la época del afio en que se
realizaron los diferentes ensayos, ya que como mencionan Fanjul y Prieto (1996), la
temperatura influye sobre parametros del ritmo ERG del cangrejo de rio,
principalmente sobre el periodo. Los cambios estacionales que modifican las
temperaturas influyen también en estas sutiles diferencias de periodos en los

controles ya sefialados entre los diferentes tratamientos experimentales.

Comparando las caracteristicas entre los registros ERG de animales integros y
ojos aislados, se puede observar un notable cambio: en los registros en ojos aislados,
al momento de aplicar el pulso de db-AMPc, a diferencia de los registros ERG en
animales completos, no se presenta un aumento aparente de amplitud en la respuesta
del ritmo. Sin embargo, en ambas condiciones experimentales se observaron cambios
del periodo entre controles y experimentales. Las diferencias aparentes de la amplitud
del ritmo entre los registros ERG integros y los ojos aislados se podria deber a la
maquinaria neuroendécrina que interviene en ambos casos. Por un lado, se
propondria que en los animales integros, al estar completa la maquinaria circadiana,
actuando probablemente como principal oscilador el cerebro, module y produzca en
conjunto con la retina una mejor respuesta en los ojos de los animales integros. Los
ojos aislados, a pesar de que muestran una oscilacién con la aplicacién de db-AMPc y
forskolina, esta no es tan clara como en los registros de animales integros con db-
AMPc. Aunque no se mostraron todos los registros obtenidos, la figura 13 A muestra
un ritmo aparentemente mas conspicuo en el animal integro a diferencia de los ojos
aislados. Esto podria ser debido a un incremento de la permeabilidad celular al db-

AMPc o a la distribucion via circulacién del compuesto. El hecho de que los animales
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integros presenten un mejor ritmo ERG que los ojos aislados se podria deber a que al
aislar los ojos existe una falta de interaccidon con osciladores externos al tallo ocular,
funcionando unicamente la retina y el sistema del 6rgano X -glandula sinusal como
moduladores de la respuesta neuroenddcrina y la dispersion de los pigmentos distales

y proximales que se refleja en el ritmo ERG.

El ritmo circadiano del ERG de los ojos asilados de ambos géneros de cangrejo
de rio utilizados en este estudio, presentaron una oscilaciéon espontanea como en los
experimentos que realizaron otros autores ya mencionados en diversos trabajos
(Aréchiga y Rodriguez, 1998; Fuentes y Verdugo, 1985), mostrando que los ojos
aislados de estos animales son capaces de presentar oscilaciones circadianas. Asi
mismo, en otros trabajos se han probado diversos tratamientos sobre el ritmo ERG en
ojos aislados de cangrejos de rio como Procambarus bouvieri que muestran, bajo
diferentes condiciones experimentales presentando cambios en el periodo del ritmo
en respuesta a sefiales externas tales como la luz, temperatura, variaciones en las
concentraciones de diversas substancias o fArmacos contenidos en el medio, (Fuentes
y Verdugo, 1985; Fuentes y Moreno, 1987). Algunos tratamientos interfieren con el
metabolismo, inhibiendo los ritmos circadianos, y otros afectando los mecanismos de
sincronizacién. (Sachs et al., 1959; Strum-Wasser, 1965; Eskin y Corrent, 1977;
Woolum y Strumwasser, 1983). En este trabajo se analiz6 el efecto de tres diferentes
farmacos clave que intervienen en la via de sefalizacion CREB-CRE basada en
aumentos intracelulares de AMPc o del bloqueo de la PKA, midiendo su efecto en uno
de los parametros del ritmo ERG: el periodo. La solucién Van Harreveld estéril para
las preparaciones in vitro mostré una eficiencia no reportada en trabajos anteriores,
pues en las preparaciones de esta tesis, los ojos aislados, en promedio, exhibieron una
clara ritmicidad hasta por 8 dias, lo cual indicaria que esta estructura es un marcapaso
autbnomo como se ha propuesto previamente (Aréchiga y Rodriguez, 1998). En
algunos ojos aislados de Procambarus clarkii la oscilacion exhibida fue de 3-4 dias;
posteriormente decaia el ritmo a pasar de la aplicacion de db-AMPc o de forskolina, lo
que coincide con reportes hechos con Procambarus bouvieri, mostrando que las

preparaciones de ojo aislado no duran mas de 3 dias de oscilacién consecutivos
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(Sanchez y Fuentes, 1977), sin embargo, en los resultados mostrados en Cambarellus
montezumae, los periodos de oscilacién no decayeron por lo menos en 5 dias en
promedio. El valor del periodo entre ambos géneros no mostré diferencias
significativas, aunque, como se muestra en los resultados, si se observaron diferencias
aparentes de amplitud (no analizadas). Lo anterior podria deberse a las caracteristicas
latitudinales de cada género que probablemente influyen en la fisiologia del reloj
circadiano del animal. Por otra parte, se deben tener en cuenta los requerimientos
metabodlicos que presente el ojo aislado en relaciéon al tamafio del animal en cada
género de cangrejo de rio. P. clarkii muestra un mayor tamafo de ojos en comparacion
con C. montezumae donde el area de tejido ocular es menor. Existen muy pocos
reportes acerca de la conducta de C. montezumae para poder concluir en qué grado
los habitos del animal influyen en el reloj circadiano. En contraste, existen gran
variedad de trabajos de P. clarkii: se sabe que mantiene una conducta agresiva
presentando mayor actividad locomotora en la noche, lo cual es acompafiado por la
actividad del sistema de osciladores del animal a nivel neuroendécrino y sobre el reloj

molecular.

Se demostr6 que no hubieron diferencias significativas entre los periodos
exhibidos de los ritmos ERG control en ambos géneros de cangrejo de rio. Lo anterior
se prob6 con el andlisis de los resultados obtenidos en la muestra utilizada en este
estudio. Ambos géneros de cangrejos de rio tuvieron una duracién de la ritmicidad de

4 a 8 dias en los tallos oculares aislados.

Para poder dilucidar mejor el efecto de los farmacos utilizados en este trabajo y
comprobar que, efectivamente el AMPc actia como un elemento clave que produce
cambios en el ritmo ERG a través de la via de sefalizacién de CRE-CREB, sera
necesario hacer un andlisis posterior que demuestre no solo la presencia de la
proteina CREB y su interaccion con PER, sino también sus cambios durante la
sincronizacién del ritmo ERG. En esta tesis se propone realizar experimentos a futuro
que evaluen, tanto curvas de respuesta de fase en animales integros, asi como en tallos
oculares aislados, aunado a un método que permita analizar la expresion de la

interaccion de CREB-CRE de manera ciclica en base a la aplicaciéon de los farmacos
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utilizados en este estudio. Lo anterior dependeria hipotéticamente de los niveles
intracelulares de AMPc y del papel de la PKA. Todo esto se realizaria aplicando los
farmacos a diferentes horas circadianas. Otro de los horizontes experimentales en
base a este estudio ademas de lo anterior, seria la aplicacién de AMPc y/o forskolina
simultdaneamente con el inhibidor de la PKA (H89) en tallos oculares aislados para
hacer un analisis mas profundo de la interaccion de los niveles intracelulares de
AMPc, permitiendo asi puntualizar si el aumento de este compuesto efectivamente
repercute indirectamente sobre los genes reloj del cangrejo de rio a través de la PKA,
o si existen otras vias involucradas sobre el periodo del ritmo ERG. En este trabajo se
analizaron unicamente cambios del periodo de los ritmos exhibidos con los diferentes
tratamientos. E1 H89 altero significativamente los periodos de los ritmos ERG respecto
a los controles tornandolos a ultradianos o arritmicos; esto sugiere que al bloquear
indirectamente el efecto del AMPc intracelularmente a través de la PKA se altera la
oscilacion del gen per. En cuanto a horizontes futuros de experimentos en animales
integros, analizar la amplitud del ritmo ERG luego de la aplicacién de AMPc seria un
complemento para ver la relacién que tiene este compuesto con tal parametro y
cuantificarlo. En esta tesis no se aplicé forskolina o H89 a los animales completos, ya
que provocarian la muerte del animal debido a que estos fArmacos deben ser disueltos
en DMSO. Tanto en los experimentos de ojos aislados como en animales completos, es
probable que participen otras vias de sefializacién que actien paralelamente a la via
que se propone (AMPc-PKA-CREB-CRE), como son las MAPK. En el trabajo de Fuentes
y Verdugo (1985) se analiza la intervencién de la aplicacion extracelular de calcio
cambiando diversos pardmetros del ritmo ERG de acuerdo a diferentes

concentraciones en preparaciones de ojos aislados de cangrejo de rio.

Existe la posibilidad de que los efectos del AMPc sobre el ritmo del ERG, como
se presentan en este estudio, se deban también a una ruta metabdlica donde a través
del aumento del AMPc se induzca la participacidon del ATP que ocasione una mejoray
aumento del periodo del ritmo. Se ha probado la activaciéon de una via permeable al
ATP a través del AMPc en miocitos cardiacos neonatales en rata, (Lander, et al., 2000),

asi como en células cultivadas de glandulas rectales de tibur6n (Cantiello et al., 1997),

56



donde el AMPc incrementa al ATP, provocando un aumento en la conductancia celular.
Asi mismo, se ha demostrado que el ATP extracelular presenta un ritmo de oscilacion
con periodos cercanos a 23 horas en células del nucleo supraquiasmatico y cultivos de
astrocitos, (Womac, 2009). Aln, con tales estudios, no hay hasta el momento
investigaciones que prueben que la induccion de ATP a través del AMPc provoque
cambios en parametros circadianos como el periodo. Para comprobar lo anterior seria
necesario realizar un estudio para investigar si la via que proponen Lander et al,
(2009) y Cantiello et al.,, (1997), también esta involucrada en la maquinaria circadiana
del tallo ocular del cangrejo de rio y que por lo tanto, repercuta en el periodo del ritmo
ERG.
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9. Conclusiones

1.- No se encontraron diferencias significativas entre los valores del periodo

circadiano del ritmo ERG de las especies estudiadas.

2.- Sin embargo se encontraron diferencias significativas entre las caracteristicas

circadianas del ritmo ERG obtenido in vivo e in vitro.

3.- Tanto el analogo del AMPc como la forskolina producen un aumento en el valor de

periodo. El valor ultradiano cambia a circadiano.

4.- En la preparacion in vitro, el H89 induce arritmia o un cambio en el valor de

periodo modificandolo a valores ultradianos.
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10. Apéndice

10.1. Fundamento del Periodograma de x>

El periodograma de x? se realiz6 con el programa de cémputo TAU que funcioné en

base la siguiente formula matematica, definiendo como:

N = ntimero total de datos por hora

X; = nimero total de datos por hora de la hora i-ésima (0 <i <N)
P = ndmero de columnas en la matriz de los datos por hora

h = indice de una columna en la matriz de columnas de las #:’s teniendo P columnas

(1<h<P)
K = nliimero de filas en la matriz de columnas de P

Xn = media de la £:’s enla columna de la matriz

Las medias de la columna, para una eleccién de prueba de p del periodo, estan dadas

por:

Eh.;;l = j=o0 Xh+jjp3 h= 1P

Si p es una integral, p = P. Si p no es una integral entonces, todos los valores
fraccionados del subindice de X son redondeados hacia arriba hacia la siguiente
integral, esto causa que algunos valores de *i- se omitan de la formacién. Por lo que,

X X

si p = 24.2, entonces P= el nimero de columnas = 24 y Xas , “*148 , “*267 ,..,N0 Se

incluyen en la formacién (un dato se omite cada 5 renglones). La siguiente férmula

que propuso Eright muestra el calculo de la estadistica:

1

i 2

4= Ip—i (s - ;?_,Jy[
h=1
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donde:

P _
AP = i ihzikrihlp|

4y es la rafz cuadrada de las medias de las columnas de un andlisis de un periodo
dado P . Si existe un componente oscilatorio estable con periodo T en las series
originales de tiempo, una grafica de #» contra P podria alcanzar un valor maximo en
P=T. Enright defini6 a tal grafica como periodograma.

As

P es un estimado de la varianza de las medias de P (Xlw--Xp] de K items

Xn)

dibujados a partir de una poblacién de N valores (Xi‘ . Si estos valores

7
presentan una distribucién normal con una varianza JX, entonces la varianza de la

media sera:
Ox = H'iﬂ'i

y la proporcién:

p (Ap): K3k, (X —X_):
sz a2 =N'1Ef:1(Xi—X]

La cual podria aproximarse a una distribucién de chi?® con (P-1) grados de libertad.

K 5o, (%, - X)
P X (Sokolove y Wayne, 1978).
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10.2. Especificaciones de los farmacos utilizados.
Analogo de AMPc.

Sigma Aldrich. D-0627 3’ 5’ -Monofosfato ciclico N6, 2’ - O. Dibutiril Adenosina
(Bucladesina; Dibutiril ciclico AMP) C18H23N508PNa. Pureza de 98% (HPLC).

Contiene <0.5% de AMP ciclico y mas de 3% de derivados de monobutiril.
Forskolina

Sigma- Aldrich. F-6886. 10mg, C22H34, 07, extraido de Coleus forskohlii, pureza
298% (HPLC). Solubilidad: DMSO 5mg/ml, etanol, cloroformo. Se utiliz6 DMSO
(dimetil sulfoxido), ya que se ha reportado que solventes como el etanol inhiben la

actividad de la forskolina sobre la adenilato ciclasa.
H89

Sigma-Aldrich-B1427-5mg, H89 hidrato dihidrocloridrato, C2Z0H20OBrN302S.
2HCL- xH;2%. Solubilidad en H20: = 10 mg/mL. Todos los stocks antes especificados

se mantuvieron en refrigeracion a -0°C
Solucidn fisiol6gica Van Harreveld

Para su preparacién se tomo6 en cuenta la proporciéon g/1000 ml de solucién. Se
disolvieron los siguientes compuestos en agua destila estéril con un pH final de 7.4:
12 g Na(Cl, 15 g CaCl;*, 0.4 g KCl, 0.25 g MgCl,, NaHCO,, 0.25 g MgCl,. (Mitsuhashi,
2002). La solucién se almacené a una temperatura de 10°C. (*Disolver aparte antes de

incorporar).
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