EOT <
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

POSGRADQ EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS

CARACTERIZACION DEL FOTORRECEPTCR CAUDAL DEL
ACOCIL COMO UN POSIBLE MARCAPASCO CIRCADIANC

T E N 1 S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRO EN CIENCIAS

(BIOLOGI A CELULAR)
P R E 5 E N T B

JULIO  ALEJANDRO [ PRIETO  SAGREDO

T —

DIRECTOR DE TESIS: DRA MA LUISA FANJUL PENA

oo, - | TESS CON
" | PALLA DE ORIGEN

QCTUBRE 20062




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A mi mama Carmen Sagredo de Prieto
Su carifio y apoyo siempre han estado conmigo
Su ejemplo siempre me ha inspirada

TRSIS CON
FALLA DE ORIGEN




AGRADECIMIENTOS

Para poder realizar el trabajo experimental de esta tesis, recibi consejos y ayuda
de varias perscnas y guiero agradecer a Luis Medranec por su asesoria en los primeros
programas de analisis que hicimos. Al Dr. Radl Aguilar y los cronécuates en el IFC por las
facilidades prestadas en las capturas y analisis digitaies, también al inicio de los
experimentos Al Dr Hugo Aréchiga y al Dr. Victor Anaya por las facilidades prestadas
para aprender a usar los electrodes de succidn

Esta tesis es el resultado de varios de trabajo en el Laboratorio de Neurofisiologia
Comparada de Invertebrados, en ta Facultad de Clencias de la UNAM Muchos han sido
mis compaferos y amigos v todes me han apoyado, brindado sugerencias y acompanado
en este proceso A todos ellos mi agradecimiento. En particular quiero sefalar que la
amistad de Caro, Oscar, Sonia, Manocio y bueno, también de Aquiles, hicieron del lab un
lugar para trabajar y vivir, siempre lleno de buen humor. Gracias Amigos mios!

Agradecerle a Elsita no es cosa facil porque su constante presencia, ejemplo y
valor para seguir adelante, son una inspiracion Después de tantos afos de su amistad,
solo puedo decirle, que siempre contard con la mia, con mi apoyo y mi carifo

Mi familia, mis hermanas, cufiados y scbrinos; vy claro a la familia Sagredo! Quiero
dejar patente que les agradezco en el alma su carifio, que me ha acompanado hasta aqui

Alos queridos amigos de Bidon Jenaro, Jesus, Manolo, Lore y 1as ninias, Quique,
Sabine y los nintos, David y Rocio. También a Armando v a Paty! A mis compadieras y
amigas, las nifias: Linda, Aileen, Rosita, Cynthia, Narmita A mi compadre Fer A tocdos
ustedes, Gracias mii!l

Sin duda los comentarios y sugerencias del sincdo enriquecieron esia tesis, pero
a todos ellos gracias, sobre todo, por sy amistad: Dr. Chema, Dra. Lety, Dr. Ragl, Dra
Caroling, Dra. Marcia. Sin duda son un gran ejempia para mi.

Cluiero agradecer de manera muy gspecial a la persona que me ha dirigide y
muchas veces empujado hasta aqui Gracias Maestra! Gracias por ensefiarme la
Fisiclogia Animal, ia Cronobiologia v simplemente a hacer ¢iencia y & contagiar a mis
alumnos de su alegria, placer y entusiasmo por la Biologia y el quehacer cientifico Pero
sobre todo, jPor su amistad!

Desde hace 8 anos mi vida cobro sentido gracias a mi esposa Mary Sinefla y su
amor, esta tesis no hubiera sido. Gracias ternurita, a ti también dedico este trabajo con
toda mi amor.



Esta tesis estuvo parciaimente apoyada por PAPUT IN-212901.



"In the darkness there is no sin
Light only brings the fear
Nothing o corrupt the eyes
There is no vision here

At first you may find it strange
But do not go away, the darkness
Holds the power that you won't
find in the day

The Damned, 1980.

“Expose yourself to vour deepest fear,

after that fear has no power,

and the fear of freedom shrinks and vanishes.
You are free ”

Jim Morrison (mrf-2002-1)
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RESUMEN

Los acociles de la especie Procambarus clarkii presentan diversos ritmos
circadianos. Los osciladores que constituyen el marcapaso circadiano se encuentran
en el ganglio cerebroide y tallo ocular del animal, Sin embargo, los fotorreceptores
caudales {FRCs) situados en el sexto ganglio abdominal se han relacionade con [2s
funciones de sincronizacion del reloj, aungue fos dates experimentales no son
concluyentes. Los objetivos de estatesis fueron 1) desarrcllar una metodologia para
registrar 1a actividad eléctrica del sexto ganglio abdominal in vitro, en condiciones
constantes de oscuridad y temperatura; 2) analizar los cambios en la frecuencia de
disparo de potenciales de accidn tanto espontdnecs como producidos por un
estimulo lumincso de 15 s Se ulilizd el analisis de Cosinor, con el fin de estimar: 1)
si existe una oscilacion a lo largo del dia y 2) su periodo vy fase. E! sistema de
perfusion y control de temperaiura in vitro, permitio registrar por mas de 24 h la
actividad eléctrica del sexto ganglio en oscuridad constante Se encontrd que tanto
la actividad espontanea coma |a provocada por la luz, se manifestaban ciclicamente
con periodos significativos y menores a 24h. Estas oscilaciones correspenden a un
ritmo enddgenc en 1a frecuencia de descarga del fotorreceptor Los hallazgos de la
tesis apuntan a que los fotorreceptores caudales pueden ser osciladores del sisterma

circadiano del acocil,



INTRODUCCION

El estudio de la conducta animal ha tenido como consecuencia la
observacion y el analisis de numerosos fendmenos fisiologicos, los gue se han
tratado de explicar desde muy diferentes puntos de vista El acercarse
objetivamente a este problema, requiere de una metodologia estricta y métodos
cuantitativos y cualitativos confiables. Pero quiza lo mas importante sea una
vision amplia det problema fundamentada en sdlidos conocimiantos biclogicos
que permitan elegir tanto el problema como el modelo animal que se estudiara. Al
estudiar respusesta de los acociles a la luz, la cual es aparentemente simple,
Waelsh y Prosser marcaron un hito en el estudio de la fisiologia de la conducta
(Wilkens, 1988). Estos autores describieron vy analizaron la respuesta eféctrica
gue se producia en la cadena ganglionar (especificamente en el 6° ganglio
abdominal) al estimularla con luz blanca y sobre todo al corretacionar estos
estimulos con |la conducta fototactica negativa del animal

No fue hasta 11950 que distintos investigadores comenzaren & estudiar a
prefundidad las neuronas responsables de la actividad eléctrica como respuesta a
la luz Su posicién clave en el sistema nervicso debido a la funcidn dual de
neuronas sensoriales e interneuronas que relevan informacion desde el telson
hacia los ganglics toracicos y los primeros ganglios abdominales, se comprendid
mas tarde (Wilkens, 1988) Esta doble funcidn progicié la intensificacion de su

estudio mediante metodelogias experimentales dirigidas a entender sus
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propiedades v su papel en 1a regulacion conductual

Muchas funciones y conductas de (os animales incluidos los crustaceos,
ocurren ritmicamente y se controlan en forma endagena Algunas preguntas que
se pueden hacer en retacion con la cronometria de diferentes funciones son ;A
qué hora ocurre?, ;Cual es su relacion o insercién en &l programa temporal del
animal?, ; Depende de la hora del dia ia forma o intensidad con que ocurre?

Con el fin de responder estas preguntas, se han estudiado los ritmos
binlogicos del acocil Parza ello, se desarroltaron experimentos para iocalizar tanto
€l 0 los marcapasos responsables del reloj circadiang, como los elementos que
constituian tas vias de enirada y salida del sistema En particular, les trabajos de
Page y Larimer {1972) y los de Fuentes-Pardo & Incian-Rubio (1987}, en los que
se estudid la participacién del sexto ganglic abdominal en la ritmicidad circadiana
de este animal, arrojarcn resultados contradictorios que obscurecen ta
comprension de los procesos de sincronizacién del relgj circadiano

Tomando comae referencia el trabajo de estos grupos de investigacion, pero
tratando de resoiver el problema desde otra faceta que ayude a aciarar &l
problema, en esta tesis se realizaron para medir la actividad
eléctrica espontanea y provocada por 1a luz, en |os fotorreceptores caudsles
(FRCs) del 6° ganglio abdominal del acacil a lo largo del dia, con el fin de
establecer sj existe o no una actividad ritmica circadiana

Si la actividad elécirica espontanea y provocada por la luz del organe

aislade, se mantiens en aislamiente y presenta una variacidn circadiana a lo largo
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de varios dias, se puede propener que el drgano, o en este caso los
fotorreceptores caudales (FRCs) se comportan como osciladores que forman
parte del sistema temporal del animal.

Como se describe en esta tesis, aun quedan varios puntos por aclarar. Las
preguntas anteriores, no han quedado del fodo contestadas y sin embargo, los
avances que aqui se exponen apuntan hacia la posibilidad de gue los FRCs,

formen un elemento oscilador mas del sistema multioscilatoric temporal del acocil

ANTECEDENTES

Generalidades de los rifmos clircadianos

A lo largo de la evolucidn, los diferentes organismes han estado sujetos a
cambios periddicos debidos a los movimientos de rotacién y traslacién de la
Tierra. Esos procesos ritmicos se repiten con gran precision y constancia
produciendo cambios en |z duracion e intensidad de la luz a lo largo del dia (que
se acompanan de cambios de alta y baja temperatura) v a lo largo de las
estaciones Estc ha ocurrido por millones de afos en |z tierra y durante la
evolucién biologica los organismes han side capaces de generar un programa
temporal endogenc que les permitio adaptarse al mantener fa sincronia con tales
procesos ciclicos, Practicamente todos los seres vivos en el planeta poseen
ritmos biologicos, cambios ciclicos en su conducta, fisiologia, procesos
bioguimicos, etc. que sa repiten con una periodicidad dada Las ritmos enddgenos

de un organisme gue estan asociados a alguno de ios cambios ciclicos
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ambientales debidos a cambics geofisicos se denominan circarritmos Se han
descrito cuatro de ellos Los ritmos circadianos, con un pericdo cercano a las 24
horas, los ritmos circamarezales (periodo cercano a 12.5 h), los circalunares
(pericdo cercanc a 28 dias) v las circanuales (periodo cercanc a 365 dias)

Este trabajo se concentra en |os ritmos circadianos. Estos ritmos presentan
las siguientes caracteristicas: Son enddgenos y persisten en condiciones
constantes de luz y temperatura, son susceptibles de sincronizarse a {os cambios
ciclicos externos En ciertas condiciones de luz o temperatura pueden alterarse a
aun desaparecer y compensan ios cambios de temperatura Desde los
arganismos unicelulares come &l dinoflagelado Gonyaufax hasta los vertebrados,
tos rnecanismas fisioldgicos del reloj circadiano comparten estas caracteristicas.

En los uitimes afios, el estudio de la fisiclogia del sistema circadiana, se ha
centrado en la busqueda de las estructuras anatdmicas circunscritas que podian
ser esenciales para el funcionamiento del reloj, y en el estudio de los mecanismas
mediante de los cuales el reloj mide el tiempo, sincronizandose con los cambios
temporales externos para organizar un programa temporal Para comprender la
funcién de sincronizacién ai tiempe local, es necesario el estudiar las estructuras
receptoras gque envian la informacidn temporal externa al sistema marcapaso, asi
coma las vias de acceso al mismo y procescs mediante (0s cuales el marcapaso
se sincroniza Por Ultimo, las bases moleculares del reloj son fambién el objeto de
estudic de |a fisiclogia de los ritmos circadianoes (Pitiendrigh, 1981) En la Ultima

decada los avances en este amgito, en particular en dos modelos animales, la



mosca y &l raton, han sido espectaculares, lo que ha permitide conocer el
fgncéonamiento genético del reloj (Young, 2002, Ralph y Vitaterna, 2002).

Como se sefald anteriormente, desde el punto de vista adaptativo, los
ritmos circadianos proveen a ios organismos de un sistema gue controla el
programa temporal innato que asegura conductas y respuestas que van acordes a
los cambios ciclicos del dia. Incluso, el programa puede colocar al organismo en
una situacion metabdlica mas conveniente anticipandose a situacicnes oportunas
{disponibilidad de alimento) ¢ evitando aquellas que pongan en peligro su vidg
{mayor presencia de depredadores) (Pittendrigh, 1680)

Los relejes circadianos tienen una estructura basica que se puede resumir
asi Un sistema receptor que le proporciona al marcapaso la informacion externa
necesaria para sincronizarse al tiempo loca! (lo pone “a tiempo”); el "‘marcapaso”
que mide el iempo y que es el componente principal , y el sistema efector a
través det cual el marcapaso impone el orden temporal al organismos entero.
Estos tres componentas varian de una especie a ofra en cuanto a su localizacion,
estructura, e incluso maguinaria malecular, pero comparten las propiedades que
se citaron arriba

Los sistemas de recepcion que propercionan informacién temporal externa
se denominan fotorreceptores circadianos Estos pueden ser receptores visuales
0 no, de hecho la mayoria de fas veces no se encuentran en ja reting, y proveen
al reloj de la informacion temporal externa En los arirdpodoes, por ejemplo, se han

propuesto como fotorreceptores circadianos a los ojos mediales, venirales y
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laterales de Limuius (Horne y Renninger, 1988), asi como en el telson (Hanna, et
al., 1988) En los acociles, tanto los ojos como el ganglic cerebroide poseen
funciones de fotorreceptor circadiano {Page y Larimer, 1972 y 1975a y b, Larimer
y Smith 1880}. Como se explicara mas adelante, &l sextc ganglio abdominal del
acocit ha sido explorado como una posible via de entrada del sistema circadianc
(Page y Larimer, 1972; Fuentes-Pardo e Inctan-Rubio, 1887, inclan-Rubio y
Fuentes-Pardo, 1987, Bernal-Moreno et al , 1996, Fanjul-Moles, 1998)

La presencia de ritmios circadiancs en organismos unicelulares como
Gonyaufax, muestra que para la generacion de los mismos solc se necesita la
maquinaria celular. Sin embargo, los arganismos multicelutares requieren de 1a
interaccion de diversos grupos neuronales en ef sistema nerviosa para dar origen
a los ritmos del individuo (Turek y Takahashi, 2001)

Diversos modelos animales han sido usados para estudiarlos componentes
del reloj y han servido para descubrir las funciones de los marcapasos
circadianos. A centinuacién se hace una descripcion de estudios sobre estas

estructuras, que son de relevancia, dado el tema de esta tesis

Marcapasos circadianos

Los ritmos bioldgicos come fendmenos periédicos han sido estudiados
sistematicamente en el siglo XX Tanto Pittendrigh como Aschoff en 1960
sefialaron las caracteristicas de los ritmos circadianos a la luz de los

experimantos que se habian realizado hasta ese momento Ellos evaluaron
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caracteristicas tales como el periodo en condiciones constantes de fuz u
oscuridad (periodo en osciiacion libre), la compensacion de temperatura, los
procesos de sincrenizacion y los post-efectos de los regimenes luz oscuridad asi
como las condiciones que pedian alterar ¢ incluso abolir un ritmo {Aschoff, 1881,
Pittendrigh, 1981) Estas caracteristicas definen al sistema circadiano que mide el
tiempo y forman parte del reloj circadiano.

Los sistemas circadianos son sistemas biolagicos endogenos capaces de
medir el tiempo en dos sentidos, como menciona Pittendrigh (1881) 1) Miden los
lapsos de tiempo, es decir son capaces de estabiecer relaciones de fase estables
enire las distintas variables oscilatorias que controlan y 2) miden el ttempo
externo, |o que significa que pueden sincronizar los ritmos a la hora local en la
gue se encuentra el organismo. Las implicacicnes fisiolégicas, adaptativas y
ecoldgicas que este conlleva son inmensas al contermplarlas desde el punto de
vista de un organismo que esta sometido a cambios periddicos predecibles
provocados por la noche v el dia en un planeta que revoiuciona sobre si mismo
cada 24 horas

Un sistema que mide el tiempo, reguiere de ciertas caracteristicas, entre
ellas |la posibilidad de generar una oscilacidn gue mantenga su fase y cuya
amplitud no disminuya al pasc de los dias Esto se manifiesta en los seres vivos
come funciones y conductas ciclicas. De hecho, la demostracidn sine gua non de
un ritmo censiste en medir fas oscilaciongs de una variable en condiciones

constantes de |uz, temperatura y otras variables ambientales ciclicas Por ende,



en un organismo multicelutar, debe ser posikle aistar in vitro el drgano o tgjido
donde se presupone reside el marcapaso citcadiano vy registrar en €l variaciones
ciclicas sin amortiguacion a lo largo de los dias, e g al aislar los ojos y cerebro de
Aplysia (Jacklet, 1969a vy b). Esta técnica junto con las de lesidn v trasplante ss
han considerado como los disefios experimentales clasicos para probar ia
hipctesis de gue un drgano o tejido @s o no un marcapaso circadiano.

tUn gjemplo de este tipo de experimentos fue publicado por Zimmerman y
Menaker en 1978 Estos autores demostraron que ia pinealectomia abglia los
ritmes circadianos de actividad {perchec) de ics gorriones comunes. Sin embargo,
cuando |la giandula pineal de otro animal era implaniada en la camara anterior det
ojo del animal pinealectomizado, la ritmicidad se recobraba, incluso era posible
que |z glandula pineal trasplantada impusiera la fase del animal donador sobre el
receptor Posteriormente, Takahashi, Hamm y Menakeer (1880), demostrarcn gue
la glandula pineal de potlos in vifro mantenia un ritmo circadiano estable de
secrecion de melatonina Este hallazgo confirmo las evidencias anteriores de que
la gtandula pineal de estas aves constituye el marcapaso circadiano del animal

El sistema circadianc compensa la temperatura y es susceptible de ser
sincronizado. Por ello, un tejido u drgano en ¢l que se cree reside un marcapase
circadiano, debe poder ser sincronizado o su periodo de oscilacion debe poder
compensar cambios en {a temperatura (Aschoff, 1881}, Este tipo de
demostraciones experimeniales requieren de varios dias de oscilacion previa

estable antes de intreducir las variaciones necesarias en el fotopericdo ¢ en la
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iemperatura. Deben también durar lo suficiente para poder medir el efecto en el
periocdo

Los datos experimentales de un sinnumero de investigadores indican la
existencia de tejidos y drganos -en organismos complejos- o de sistemas
bioguimicos -er organismos unicelulares- que ascilan y responden a las
caracteristicas mencionadas antes {para una revision consultar: Johnson y
Kondo, 2001, Page, 2001 y Underwood, 2001). Ademas scn capaces de imponer
su fase a otros sistemas que requieren estar en fase y sincronizarse con los
cambios periodicos def medio. Tales asciladores se les tlama marcapasos
circadianos

Vale [a pena decir agui que 505 osciladores no producen ritmos con
periodos iguales a 24 horas sino que oscilan con periodos diferentes, pero
cercanos a esa cifra, de ahi el nombre de circadianos (circa= cerca, diem, dig)
{Halberg, 1959) Pittendrigh (1981) sefala que esa diferencia tiene un valor
adaptativo importante ya que al medir la diferencia entre su propia oscilacion y las
sefales exiernas gue o sincronizan (principalmente la longitud del dia o el tiempo
entre transiciones luz-pscuridad, oscuridad-luz) le permiten tanto la sincronizacién
diaria como la prediccidn de los cambios estacionales

La busqueda de el sustrato anatémico y funcicnal de los marcapasos
circadianos ha sido y sigue siendo una tarea fundamental en el estudio de los
ritmos circadianos El aprender ddnde estan y cémo funcionan nos proporcionara

el entendimiento de cdmo miden el iempo los organismos, clave de su adaptacién
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al medio ambiente periddicamente cambiante

Sin embarga, al marcapaso no hasia localizarlo fisicamente, se necesita
entender su funcidn y composicion, es decir si son uno o varios los osciladores
que fc compoenen y coma se refacionan entre si para ejecutar la funcion
cronomeirica y de regulacion circadiana. Por le anterior ofra tarea fundamenial es
la de desentranar los mecanismos a través de los cuales e! oscilador controla ias
funciones ritmicas el organismo

En los animales, la centralizacidn de las funciones reguladoras en sistemas
nerviasos complejos, trag consigo también la ceniralizacién de los marcapasos
circadiancs, pero queda abierta la pregunta de si se trata de un $6lo cumulo de
neurcnas o de la interaccion entre varios nlcleos io que origina la sefial centra!
periddica.

Se ha demostrado gue varios érganos o tejidos pueden mantensr una
oscilacion circadiana como tal, cuando se les aisla del organismo y de las claves
temporales externas, Esto ha sido demostrado para diversos metazoarios como
ias cucarachas en las cuales se ha demostrado que &l menos existe un par de
marcapasos distribuidos bilateraimente en los 1ébulos dpticas (Page et al |, 1877,
Page, 1931).

Otro ejemplo es el de los gasteropodos marinos de los géneros Bullay
Aplysia. En estos organismos se han localizado células nerviosas ascciadas a los
0jos capaces de mantener un ritmo circadiano estable en condiciones de

aislamiento del organismo y de claves temporales externas. Jacklet fue el primero
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en describir el ritmo circadiano de potenciales de accién compuestes (CAPs) en
Aplysia (Jacklet, 1969a y 1969b) Posteriorments se demostrd que grupos de
células (las células basales de la retina) localizadas en ambos ¢jos funcionan
coma osciladores, estan acoplados mutuamente e imponen su fase sobre e! resto
del arganismo, es decir, constituyen el marcapaso circadiano {Block, et al.,, 19886)

Paosteriormente otros investigadores han ahondado en los mecanismos del
reloj que subyacen a ese ritmo. Sin entrar en una descripcion detallada, el ritmo
de potenciales de accidon compuestos es producido por las células basales en
ambos 0jos, de hecho se requiers de cierta comunicacién entre ambos para
producir un ritme sincronizadoe entre tos dos 0jos y s& sabe que los CAPSs son
producidos por cambios ritmicos en la permeabilidad de la membrana de las
células basales de la retina (Block et al , 1998; Whitmore y Block, 1996)

La presencia de varios grupos neuronales capaces de funcionar como
marcapaso también se ha sugerido como un modela viable para 2l acocil
{Larimer y Smith, 1980). Estos autores demostraron que las lesicnes quirurgicas o
quimicas en un talle ocular del acocil Procambarus clarki, producian ta
desaparicion del ritmo circadiang del electrorretinograma (ERG), mientras gue &l
ojo intacte mantenia su ritmo. Esto pone de manifiesto la existencia del
marcapaso en el ganglio cerebroide v |a necesidad de una via patente de
comunicacion entre éste y el tatio ocular para que el ofo manifieste su ritmo de
sensibilidad

Sin embargo, |os trabajos de Sanchez y Fuentes-Pardo (1977) y de



Aréchiga vy Rodriguez-Sosa (1998) confirmaron que |os tallos oculares in vitro
podian mantener gl riitmo en la amplitud del ERG durante algunos dias Otra
prueba a faver de la existencia de varios osciladores la constituyen los
experimentos en los que es posible generar un desfasamiento de los ritmos del
electrorretinograma at dividir quirergicamente af ganglio cerebroide siguiendo su
linea media {Page y Larimer 1875k, Barrera-Mera, 1978). Basandose en estos
experimentos y en los prepios, Larimer y Smith (1880) propusiercn que tanio en
los ojos como en ganglio cerebroide residen osciladores que se mantienen
acoplados entre si y controlan las funciones ritmicas det animal tales comeo la
sensibilidad visual medida a través del electrorretinograma y la actividad
tocomotora.

Como se describird mas adelante, el acocil es un crustaceo en el gue ha
sido posible detectar varias oscilaciones circadianas confroladas por el sistema
nervioso ceniral Con los datos aportados por trabaios como los descritos
anteriormente, es posible que estos organismos posean un sistema marcapaso
central formado por varios osciladores,

La reiativa simplicidad del sistema nervioso de los acociles, ios frabajos
enfocados a la identificacién de neuronas, y el conocimiente que se tiene de sus
ritmos circadianos, localizacidon de marcapasos y sus funcicnes ritmicas, hacen de
este animal un buen modelo en el cual investigar |a organizacion del sistema
circadiano Ademas, |la impertancia comercial de algunas especies de acocil, su

papei en |las cadenas troficas en los ambientes dulceacuicolas, y las aplicaciones
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en estudios ecotoxicoldgicos que los estudios sobre |a fisiologia del sistema
circadiano {y de sus otros ritmos bioldgicos) tengan mas valor Procambarus
clarkii es una especie que ecoldgicamente puede causar estragos a otras
especies de acociles y en diversos niveles de los ecosistemas de agua dulce,
pasee una capacidad adaptativa sorprendente fundamentada en multiples
mecanismos fisiolégicos de aclimatacién y adaptacion Posiblemente parte de
estas ventajas adaptativas estan en su sistema de temporal, por lo que &l
entenderio puede llevar a comprender mejor ¢l papel de estos animales dentro de

su contexte ecoldgico y evolutivo,

Ef acocil. un modelo para el estudio def sistema nervioso

Los acociles son los crustaceos decapodas mas abundantes en los
ecosistemas de agua dulce templados. Se reconocen mas de 400 especies
diferentes pero solo unas cuantas son utitizadas en esfuerzos comerciales de
produccidn acuicola Varias especies del género Astacus y Pacifastacus en
Eurcpa v la especie Procambarus clarki en Estados Unidos, son las preferidas
para ser cultivadas de manera intensiva para &l consumo, y por mucho, P clarki
es la especie que mas se produce en el mundo. El interés por estos organismos
ltevd a su estudio desde el siglo XVIli, pero quiza el trabajo de Huxley (1974)
publicade a finzles del siglo pasado y reeditado en 1874, sea el que consiguid
una descripcién mas detallada de los géneros de acociles de Europa asi como de

las especies americanas y australianas més importantes Sus magnificas
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ilustraciones son aun hoy en dia la guia preferida para muchos que buscan
estudiar estos organismos {Holdich, 2002}

Quiza haya sido el interés comercial el que llevd a preccuparse por
conocer mas sobre |a biclogia y particularmente sobre |a fisiologia de los acociles
L a facilidad de su obtencién en el campo y de su cultivo en el laboratorio, facilito
el uso de estos animales para estudios cientificos. Por {ratarse de un
invertebrado, del cual se tenia una buena cantidad de informacion sobre su
hisioria naiural (ver Huxley, 1974), conductas, habitos reproductives, v su
fisiclogia (ver Parker, 1897} hicieron del acocil un animal muy util para estudios
cientificos, no sdlo aquelles dirigidos a incrementar su produccion, sino también
Como un organismo muy interesante, de caracteristicas adaptativas y con
estrategias fisioldgicas que ameritaban un enfogue dirigido.

Morfologicamente el sisiema nervioso central (SNC) de los crustaceos
decapodos ofrece ciertas ventgjas Su anatomia macroscdpica revela un cordén
nervioso que corre ventralmente y esta recubierto por una fina capa de tejido
conectivo llamada vaina Esta formado por ganglios pareados unidos
transversalmenie por comisuras y longitudinalmente por conectivos. £l mas rostral
es el ganglio cerebroide que en realidad se constituye por tres grupos de ganglics
fusionados que reciben el nombre de protocerebro, deuterocerebro y tritocerebro,
siendo este ditimo el mas caudal El ganglio cerebreide se une al ganglic
subesofégico a través de un par de conectivos que rodean ¢! esdfage Por debajo

de éste se encuentran 5 ganglios toracicos seguidos de otros 8 garglios
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abdominales. De cada ganglio parten nervios con fibras sensoriales y motoras
gue van a constituir el sistema nervioso periférico propiamente (para una revision
ver Vogt, 2002) (Fig 1)

Tratandoss de un organismo con un sistema nervioso mucho menos
complejo que el de un mamifero, el acocil atrajo la atencidon de muchos
investigadores, quiza uno de les mas destacados haya sido Weish, que al
estudiar |a fisiologia del sistema nervioso del acoci! transformd 1o que
simplemente seria una coleccién mas de datos en una serie de nuavos conceptos
y puntos de vista novedosos para el entendimiento de fa fisiologia nerviosa

Una caracteristica tipica del acocil €s que es una especis de habitos
nocturnos gue evita la luz en el dia y presenta un claro reflgjo fototactico negativo
El trabajo de Welsh de 1934 scbre la participacion del sexto ganglio abdominal en
la regulacion de esta conducta permitio contar con un modelo ideal para analizar
la pariicipacién directa de elementos identificados en el sistema nervioso sobre la
regulacion de una conducta especifica En una época donde aun predominaban
las ideas conductistas, el tratar de entender, aungue fuera en un organismo
invertebrado, cémo “funciona” y se regula una conducta, analizando sus
componentes en el sisterma nervioso, marcd un punto de partida de gran vaior

para el desarrollo posterior de las neurociencias.
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Los trabajos de Prasser (1934a y 1934b} que acompanaron al de Welsh en
la misma publicacion van en el mismo tenor y son un claro esfuerzo por
comprender ta funcion nerviosa que subyace al reflejo fototactico negativo Quiza
el hallazgo mas importante en estos trabajos, fue que el reflejo era regulado por
alguna o atgunas estructuras contenidas en el sexto ganglio abdominal del acocil
Aln mas, Prosser describié la actividad eléctrica espontanea de la cadena
ganglionar y encontrd que al recibir un estimulo Juminaso, ef sexte ganglio
respandia con un incremento en su frecuencia de disparo Este "hallazgo fue aun
mas relevante porgue hasta ese momentc no se conocia ningun fotorreceptor no
reiiniano en estos animales. Las caracteristicas de esa respuesta fusron descritas
por Prosser y posteriormente investigadas por otros autores coma Kennedy v
Hermann entre otros (ver mas adelante)

Por primera vez, se togrd encentrar |a participacion directa de una
estructiura nerviosa en el conirol de una conducta, el que 1os fotorreceptores
extrarretinianos estuvieran localizados en una pequena region del sistema
nervioso central del acocil, facilitd mucho su estudio. El analisis de las
caracteristicas de estos fotorreceptores -tantc su morfologia como sus
propiedades eléctricas- marcaron otro importants avance para la neurofisiclogia

Para poder ccmprender mejor ¢como es que una cenducta es regulada por
el SNC, se hace necesario localizar sus componentes nerviosos desde los
sensbriaies hasta los efectores Para ello es vital poder localizar plenamente cada

una de las neuronas involucradas en esos circuitos. De nuevo el estudio del SNC
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del acocil permitié importantes avances al respecte Con técnicas experimeniales
depuradas Kennedy (1963) y Hermann y Olsen (1968) lograron identificar dos
pequefas zonas gue al ser estimuladas con luz respondian tal como se habia
descrito para la estimulacién completa del sextc ganglio. Al disectar
cuidadosamente los conectivos de la cadena ganglionar, se logrd registrar la
actividad de dos axones, uno en cada conectivo gue propagaban
ortodromicamente |a respuesta a la luz. Con este tipo de preparaciones se inicid
et estudio de neuronas localizadas responsables de una conducta. Con el
desarrollo de las técnicas de marcaje con amarillo de Procion {Stretton y Kravitz,
1988) la identificacion fue completa Solo dos neurcnas, una en cada
hemigangtic, que prayectaban sus axones rostralmente, eran las responsables de
la respuesta a la luz en el sexto ganglic

Con refacion al estudio de los ritmos circadianos, (0s acociles también han
tenido un papel impartante, en buena parte por las razones descritas
anteriormente El avance en el conocimiento que se tenia de ia fisiologia del SNC
del acocit a finales de los afos 680, asi como el propio desarrolio conceptuatl de los
ritmas biolégicos, hicieron que &l acocif fuera sujeto a diversos estudios sobre sus
varigciones periddicas conductuales y fisiologicas Ademas de las observaciones
sobre sus habitos nocturncs, existian reportes de las variaciones diarias en, por
ejemplo, los movimientos de los cromatdforos tegumentarios de los cangrejos del
género Uca que llevé a indagar sobre la naturaleza humeral de su reguiacion

(Brown et al., 1853) Y se tenia una clara idea de los movimientos diarios de los

€
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pigmentos accesarios en [os ojos de los acociles (Fingerman y Lowe, 1857} Los
niveles hormonales variaban a lo largo del dia, la conducta también, y muy
posiblemente muchas otras cosas

Fue necesario buscar oscilacicnes en el sistema nervioso y de ahi se
desprendieron trabajos encaminados a describir, y posteriormente a explicar {a
organizacion circadiana del acocil. Claramente un organisme como éste con el
conecimiento que se tenia de su SNC, vy su biologia en general era un candidato
ideal para convertirse en un modelo de estudio de ritmos piologicos Ademas, los
primeros hallazgos de cambios en la sensibilidad visual v en la actividad
locomotora, impulsaron a buscar el origen de las variaciones diarias, a buscar el
marcapaso circadiano del acocil (Page y Larimer, 1872, Page y Larimer 1975 ay
1975h, Aréchiga et al , 1983)

Comeo se menciond anteriormente, hay diversas prugbas experimentales de
que el sistema circadiano del acosil no pesee un solo osciladoer circadiano, se
trata de un sistema multioscilatoric que se mantiene en sincronia Por un lado
estan los experimentos en los que se divide quirurgicamente el cerebro (Page y
Larimer, 1975b; Barrera-Mera, 1978, Barrera-Mera y Block, 1990). En ellos se ha
demostrado que cada hemiganglic es capaz de controlar ef ritmo del
electrorretinograma ipsilateralmente. Por otro lado estan los experimentos de
Sanchez y Fuentes-Parde {1977) y de Aréchiga y Rodriguez- Sosa que apoyan la
existencia de osciladores en fa retina Estos hallazgos junto con tos que

demuestran que el talfo ocular (en particular el érganc X) es capaz de seguir

-20-



produciendo hormoenas ritmicamente (Aréchiga y Mena, 1875) aun sin la
regulacion del ganglio cerebroide (Barrera-Mera, 1978); dan por resultade por lo
menos 3 pares de osciladores en el sistema nervioso del acocil que estan
involucrados en fa ritmicidad circadiana.

Los experimentos de lesicén del tallo ocular de Larimer y Smith {1980)
demostraron que era necesaria la participacion hormonat, ademas de la neural
para mantener sincronizados ambos ojos. También se requiere fa participacion
hormenal para el proceso de sincronizacion por luz cuando el estimuio se hace
directamente al ojo (Page y Larimer, 1876, Barrera-Merg, 1978, Larimer y Smith,
1880) Aungue ésta es también posible a través de la iluminacion directa a|
cerebro en animales con los ojos pintados de negro o ciegos (Page y Larimer,
1976)

L.a organizacidn del sistema circadiano del acocil también ha sido
estudiada a fo largo de 1a ontogenia (para una revision ver Fanjul-Moles, 1998). A
partir del estudio del ritmo de amplitud del ERG vy del de actividad Iocomotora, 3
distinguid un patron de maduracion del sistema circadianc que puede estar
relacionado con la maduracion de diferentes estructuras neurales. Ambos ritmos
presentan oscilaciones uliradianas en fos primeros estadios de desarrclio, pero el
ritmo del ERG tarda mas en manifestar un periodo circadiano nocturno

Aungue de manera somera, la descripcién anterior nos muestra que, por un
lado se ha avanzado en discernir los elementos del sistema circadiano v entender

su ontogenia y sus relaciones, pero por otro lado hay estructuras que merecen un
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estudio mas acucioso para resolver las dudas que aun nos presentan

Primeros reporfes de la aclividad de los foforreceptores caudales

C. Ladd Prosser tuvo la opaortunidad de realizar una estancia postdoctoral
con Hallowell Davis en ia Escuela de Medicina de Harvard (Prosser 1988). Fue en
esta época que logro registrar la actividad eiéctrica extracelular ritmica, de la
cadena ganglionar ventral del acocil aislada (Prosser 1934a). Ese mismo anc
descubrid que el sexto ganglic abdominal respondia a la estimulacién por luz
{Prosser 1934b). Su estancia en Harvard fue de lo mas estimulante, como él
mismo refata y le permitié compartir con J H Welsh el interés por ia fisiclogia de
la conducta el aumento de la actividad locomotora det acocil al ser estimulade
con luz Un acocil en plena luz iniciara un patrén locomaetor que lo aleje de eliay
lo Heve hacia la sombra, es decir, presenta un reflejo fototactico negative El
trabajo que desarrollaron se presentt come dos articulos adyacentes en el
Journal! for Cell and Comparative Physiology. Prosser describid una serie de
experimentos en los que se median los cambios en la frecuencia de dispare de
potenciales de accion (PAs) registrados en la cadena ganglionar del acocil al
estimular el sexto ganglio abdominal Welsh por su parte, escribid sobre los
experimentos realizados en animalas intactos y ciegos a los que se les somelia &
estimulacién con luz pero se les permitia tener un area de sombra para
escohderse La conclusion de ambos investigadores apuntaba hacia ia

participacidn del sexto gangfio en {a modulacion de una conducta especifica, la
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fototaxis negativa, y la respuesta fisiologica que mediaba esto eran los cambios
en la frecuencia de disparo de los PAs. Visto en refrospectiva, los experimentos
de estos auiores fueron fundamentales para el entendimiento de |a fisiologia de la
conducta al ser los primeres en sefnalar la relacion conducta vs procesos

fisivldgicos en el sistema nervioso

Caractenzacion de fla actividad eléctrica de los folorreceplores caudales

A pesar del impacto que uvieron los trabajos de Prosser (1934a v 1934b)
entre los conductistas y los fisidlogos que estudizban la conducta, la
caracterizacion de la respuesta del sexto ganglic a la luz no fue desarrollada
hasta 1958, cuando Donald Kennedy publicod un trabajo en el que practicamente
redescubrid la actividad del sexto ganglic aislado vy analizd la respuesta sensorial
del drgano ante intensidades logaritmicas de luz y otras propiedades como la
capacidad de suma (Kennedy, 1958a) Ademas realizd una comparacion funcional
can el ojo de Uimulus. Al mantener la cadena aislada por varias horas en solucién
de Van Harreveld fria, Kennedy logré diminuir la actividad espontanea al grado de
poder registrar solamente los potenciales extracelulares provocados por la luz
Asi, demostré que la actividad del sextc ganglio a Iz luz se incrementaba con el
logaritmo de |a intensidad de luz, mientras que 1a latencia se comportaba de
manera inversa Por otra parte reportd que se requeria de per lo menos un
estimulo de 1 5 s de duracién para provocar el incremento de la frecuencia de

disparo a intensidades bajas, mientras que bastaba un estimulo de 0.1 5 a
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intensidades 10 veces mayores

Sin embargo, el origen de taf respuesta no pudo ser aclarado en ese
momento. Siguiendo técnicas quirdrgicas y electrofisiolégicas clasicas, Kennedy
pudo aislar axones de la cadena ganglionar ventral del acocil /n sifu en animales
anestesiados con frio. Para mantener las estructuras aisladas, ademas de utilizar
soluciones salinas como el Van Harreveld frio, se le agregd el uso de solucionas
despaolarizantes de potasio que parmitian disminuir !a actividad aferente presente
en la cadena ganglionar no aislada. Gracias a estas técnicas, Kennedy en 1963
pudo presentar el analisis de tos experimentos realizados para evaiuar tanio la
actividad sinaptica (para evaluar el patrén de aferencias perifericas), come la
extension 4 la que era posible registrar la respuesta en la cadena gangiionar,
estableciendo el primer releve sindptico, asi como la actividad esponianea de la o
las neurcnas involucradas en la respuesta a la luz. Cabe aclarar que este trabajo
es uno de 10s mas representativos en el andlisis de neuronas identificadas, ya
que demostrd sin lugar a dudas, gue el aumento en la frecuencia de disparo que
Prosser habia descrito en 1934 y que él estaba registrande desde la década de
los 50's, se originaba en un par de neuronas que emitian sus axones desde el
sexto ganglio, a 10 largo de la cadena ventral del acocil. Cada axdén corria en un
cenectivo y €l detectd la presencia de la respuesta al menos hasta el conectivo
gue se encuentra entre el 2° y el 3er ganglio abdominal.

Para Kennedy en ese momento quedo clarc que se trataban de nsuronas

que funcionaban como fotorreceptores primarios a partir de los siguientes
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criterios a) El aumento en intensidad de iluminacion produce una respueasta
graduada, b) existe el reajusie de la actividad sensoriat ritmica por medio de
puisos antidrémicos interpoladas. Aqui vale la pena detenerse a explicar que
Kennedy habia demostrado que el potencial de membrana de estas células era
inestable y per lo tanto era capaz de generar potenciales de accion
espontaneamente, es decit, se comportaba como un marcapaso (Kennedy, 1963).

Tambien demosird que los fotorreceptoras caudales (FRCs) reciben
informacion sinaptica excitatoria de las raices terminales del sexto ganglio que
llevan informacion aferente desde las estructuras sensoriales del telson. Esta
actividad se caracterizd como potenciales postsinapticos excitatorios. Ademas
existe informacion inhibitoria aferente que también puede modular‘ la actividad
espontanea y ta provocada por la luz (Kennedy, 1983).

En 1882, Bruno y Kennedy reportaron la sensibilidad espectral de fas
neurcnas fotorrecepioras del sexto ganglie Al comparar dicha curva con la
sensibilidad espectral del ojo, encontraron que el pico maximo de sensibitidad se
encuentra desplazado hacia la derecha, alrededor de los 500 nm, mas cercanc a
ia banda correspondiente al azul. Sin embargo, fos autores aln especulaban
sobre la naturaleza adaptativa de estos fotorreceptores “primitivos” ya que tenian
un umbral méas bajo que el de los fotorreceptores cculares Estaba claro que se
frataba de neuronas muy diferentes a las descritas hasta entonces, ya que
ademas de funcionar como interneuronas que relevaban la informacion

proveniente de las sensitas del telsén, posefan actividad fotorreceptora
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Esta dualidad de funciones, quiza fue lo que llamo tanto la atencién y llevo
a continuar los trabajos para identificarlas morfologicamente y describir con
detalle sus funciones Hermann y Stark (19632a) desarrollaron experimenios
fisiologicos en los que demostraron que la respuesta a ia luz en Orgonecies se
propaga a través de las fibras B de |la cadena ganglionar y por lo tanto no podian
estar asociadas a las estructuras que Hama {1961) habia descrito como
‘lamelares” v a fas gue asociaba cen el fotorreceptor caudal, el cual posee como
se diio antes, un bajo umbral. Los hallazgos morfelogicos de Hama no fuercn
confirmados por Hermann y Stark (1963a) quienes mencionan que a la fecha de
la publicacion, no se habiar enconfrade a pesar de los esfuerzos

Sin embargo Kennedy y Preston (1960} ya habian logrado identificar dos
axones, uno en cada conective, que eran las unices en los que se podia registrar
actividad eléctrica a la luz {de ahi que se propusieran dos neuranas una en cada
hemiganglic Antes, Preston y Kennedy {1960) habian reportade los mecanismos
de integracion sinaptica en el 6° ganglio. Posteriormente Hermann y Stark (1963b)
reportaron & anaiisis de la respuesta de estas neuronas a cambios sigmoidales
de intensidad de luz Este andlisis permite obtener las funciones de transferencia
que tratan de definir las entradas y salidas del receptor

No fue sing hasta 1972 gue Wilkens y Larimer pudieron describir la
morfelogia de las neuronas que se identificaron como los fotorreceptores
caudales del acocil y su actividad sinaptica, habian transcurride 38 afios desde

los trabajos de Prosser y Welsh Gracias a la téenica de marcaje intracelular
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(Stretton y Kravitz, 1968), Wilkens y Larimer pudieron inyectar e colorante a
través de los axones del fotorrecepter, el cual identificaban por su respuesta a ta
luz. De esa manera lograron fotografiar por primera vez a las neuronas del sexto
ganglio que aumentaban su frecuencia de disparo al‘ser estimuladas féticamente.
Como se habia predicho por los experimentos electrofisiolégicos, se trataba de
una neurona en cada hemiganglio, la cual poseia un arbol dendritico bastante
ramificado y que se extendia contralateralmente. Mediante una guia de luz de
cuarzo de apenas 4 mm de didmetro en la punta, con |z que al estimular un
ganglio {mapeando las zonas sensibles a la luz) conseguian registrar |la respuesta
en el axén contralateral, estos auteres lograron identificar que 1a respussta z la
luz se criginaba en dichos arboles dendriticos.

Todos estos trabajos para identificar y describir la funcion de neuronas
relacionadas con una conducta fueron la antesala de los trabajos posteriores
encaminados a entender como se controla el refleja fototactico negativo en {os
acociles que Wilkens revisd ampliamente en 1988 Sin embargo los
fotarreceptores caudales también atrajeron el interés de los cronobidlogos,
quignes estaban interesados en saber si estas neuranas podian estar

involucradas en &f sistema circadiano del acocii.

Los fotorreceptores caudales v los ntmos circadianos
Los estudios de Kennedy sobre los FRCs {1958a) o sobre otras

interneuronas de la cadena ganglionar del acocil (1971) -bien ya fuera para
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explicar la accidn directa de ciertas neuronas o circuitos neuronales pegquenios
sobre una conducta especifica, o para “aistar” e identificar neuronas-
constituyeron un avance para la neurofisiologia, en una época en la que tener
acceso a sistemas nerviosos complejos con miles de neurcnas, resuitaba dificil
Por otro lade, tas investigacionss encaminadas a entender [0s procesos
ritmicos de los invertebrados y en particutar de los crustaceos, fueron
desarrollados con el objetivo de describir y analizar su posible arigen endogeno
Algunos de estos trabajos ofrecieron las descripciones de ritmos como &l ge
amplitud del ERG (Aréchiga v Wiersma, 1969, Aréchiga et al., 1973) y el de
actividad focomotora (Page y Larimer, 1975a). Con el interés de entender mejor
los procesos circadianos subyacentes a estos ritmos, en particular el de actividad
iocomatora, es que Page y Larimer (1972 y 1978) buscaron las vias de
sincronizacién y la participacion de los fotorreceptores caudales y visuales en
tales procesos. Basados en ios trabajos de Chapple (1960) y los de Wilkens y
Larimer (1972, 1578) que ya habian encontrado y marcado a los FRCs, realizaron
experimentos de ablacién del sexto ganglio a de cortes en los conectivos entre el
5° vy el 67 ganglios, & la vez que registraban la actividad focomotora en regimenes
luz-oscuridad {(LO) 12 12 Ninguno de sus experimentos logré demostrar que los
FRCs tuvieran alguna relacion en los procesos de sincronizacion del pico
enddgeno de actividad locomotora Sin embarge encontraron que tampoco los
ojos eran necesarios para la sincronizacion y mas adn que aparentemente un

fotorreceptor cerebral no visual era el responsable
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No hubo mas intentos por relacicnar fos FRCs con € sistema circadiano
del acecil hasta los trabajos de Fusntes-Pardo € Inclan-Rubio (1987) v de inclan-
Rubio y Fuentes-Pardo (1987). En ellos se esiudio el efecto de |a estimulacian
ventral del acocil pere ahora sobre el ritmo del ERG, halléndose una clara
influencia de la estimulacién luminosa vig el fotorrecepior caudal, scbre la
amptlitud del ERG gue dependia de |a hora del dia en que se estimulara, aungue
en este frabajo |os autores sdlo exploraron dos horas del dia

En el modelo de los elementos funcionales del sistema circadianc del
acocil, Larimer y Smith {1980) excluyen |a participacion de los FRCs, scbre la
base de gue hasta ese momeanto no existian pruekas de su participacion
Recientemente, Aréchiga y Rodriguez-Sosa {19287) los incluyen en un madelo
mas actual como efementos aferentes de la informacidn sensorial que modula los
patrones de actividad locomotora Sin embargo ain no queda claro si el papel de
los FRCs en el sistema circadiano es de un fotorreceptor circadiano o si participan
- como un oscilador que, acoplado a los demas gue se han descrito, regulan la

cronosiasia dei acocil.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis' Los fotorreceptores caudates del sexio ganglic abdominal del acecil
presentan una actividad ritmica circadiana que se pone de manifiesto al registrar

su actividad eléctrica espontanea y provocada por la luz, en condiciones in vitro

Objetivos.

1 Desarroltar Iz metodologia para aislar y mantener i vifro la cadena ventrat
abdominal del acocii.

2. Registrar en esas condiciones, la actividad eléctrica extracelufar, espontanea y
provocada por la luz, del sexto ganglic abdeminal de acociles Procambarus clarki
adultos en intermuda,

3. Con el objeto de determinar las caracteristicas circadianas de la actividad
eléctrica extraceiular, espontanea y provocada por |z luz, del sexto ganglio
abdominal in vitro, se cuaniificara la fase y periodo de la posible oscilacién, en

condiciones constantes de luz y temperatura



MATERIALES Y METODOS
Animales
Se usarcon acociles P clarkii adultos en etapa de intermuda, sin distincion
de sexc Los animales fueron colectados en el campo y colocados en condiciones
de aclimatacion en acuarios aereados, con foteperiodo uz-oscuridad (LOY 12.12,
por lo menos dos semanas antes del experimento; la luz se propoerciono con
lamparas fluorescentes y el encendido de ta luz era & las 700 h Se les alimentd

con verduras y pescado 3 veces por semana

Procedimientos quirtirgicos

La diseccidn de la cadena ganglionar siempre se realizd con luz ambiental.
Los animales eran colocados en frio por 20 a 30 minutos hasta alcanzar el nivel
de anestesia profunda Se sacrificaban por decapitacion y se aislaba la regién del
abdomen con un corte por arriba del primer segmento abdominal. Se exponia la
cadena ganglionar por medio de dos cories paralelos en la cuticuia del abdemean
y gue corrian a lo largo del eje sagital de la estructura. La cadena era disecada
con varillas de vidrio y colocada en una caja petri con solucion salina para
acociles (Van Harreveld, 1936) fria (15° C} y posteriormente se colocaba en la
cémara ds registro la cual contaba con un sistema de control de temperatura y

que permitia mantener fa preparacién a19£10° C
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FProcedimientos expenimentales

Ftapa |: Registro con electrodos de platino

En ésta etapa se utilizaron 30 animates. Todos los registros se iniciaron a
la misma hora. La cadena ganglionar de cada animal se cotoco en la cdmara de
registro vy se band con solucidn Van Harreveld hasta cubrir la cadena por
completo. El registro sléctrico se logrd colocando la cadena a la altura del
conectivo entre el quinto y sexto ganglios, scbre un gancho de alampre de platino
(3mm diametro) que servia como electrodo vivo mientras que un electrodo de
piata (Ag-AgCl) se colocaba en el bafio y servia como electrodo indiferente El
electrodo se conectaba a una sonda de alta impedancia (Grass, mod. HIPSGA} y
la sefial era llevada a un amplificador AC (Grass, mod 7P511, Paligrafo mod 79)
La actividad eléctrica multiunitaria asi registrada se pasaba a un osciloscapio de
memoria (Narco Biosystems, mod. NarcoTrace) donde se fotografiaba, al mismo
tiempo 1a sefial se grababa en cinta de audio convencianal

La preparacidn se dejaba estabilizar y adaptar a |a oscuridad durante 30 a
80 minutos Después de este tiempo y cada tres horas, se registraba un minuto (a
actividad espontanea y después registraba |a actividad provocada por un pulsc de
fuz de 15 s de duracion, gue se aplicaba con una idmpara Olympus (mod TLZ). El
contrel de encendido v apagado de la fuz, asi como del encendido y apagado de
la grabadara se controlaban con un dispesitivo electrénico (desarrollado por e

ing David Elias, CINVESTAV) El registre se mantenia por 45 segundos mas
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después del apagado de la Juz para un total de dos minutos de registro A pesar
de que no se calibrd la intensidad de estimulacion en esta primera etapa, todos
los experimentos se realizaron con la méxima intensidad de la lampara, la cual se
situaba & 10 cm de altura sobre la preparacion

Los primeros registros se fotografiaban y la frecuencia de potenciales de
accion multiunitarios se estimaba por conteo scbre las fotos de cada situacion
(antes y durante el puiso de luz), para después tabular y graficar la frecuencia en
Hz vs la hora de registro

Cuando fue posible grabar |a sefial en casets, la informacidn se capturaba
a través de una tarjeta analdgico-digital y una computadora PC. Este equipo v el
programa de analisis fueron proporcionade por el Dr Raudl Aguilar. El programa
permitia calcular la frecuencia instantanea de 1os potenciales de accion
extracelulares y tabular los datos para después obtener la frecuencia promedio
durante ia fase de oscuridad y {a frecuencia al pico en |a fase de estimulacion per
luz para cada segmento de dos minutas capturado Los datos se tabulaban
después come frecuencia (Hz) vs hora externa

Para analizar la organizacién temporal de los datos, se utilizd un programa
que permitia calcular el periodograma de Enright (1665). El programa fue

disefiado v escrito en nuesiro faboratorio.
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Etapa Il. Registro con electrodos de succion

Con el fin de mejorar tanto las condiciones de registro como las de
incubacion para lograr mejores tiempos de viabilidad de |a preparacion, se
desarrollaron varias acciones Se construyd una cadmara de conirol de
temperatura que permitia maniener la variacion de esta variable en un range
menor (19 £0.5 °C) Esto se logrd con un bano circulante de temperatura
controlada (Cole Parmer mod PolyStat 01268-14) qua permitia mantener la
preparacion en ef intervalo de temperatura sefalado. También se calibro ia
intensidad del estimulo luminoso para poder aplicar estimules de 1, 10, 380 v
2000 Ix a traveés de una fuente de luz incandescente acoplada a una fibra optica.
También se construyd un circuito con una fotocelda que permitia censar &l
maomento de ia aplicacion del estimulo de fuz La sefial de voltaje de este circuito
podia ser registrada simulténeamente con el registre de actividad eiéctrica de Ia
preparacion. En cuanto al registro, se requirid modificar la diseccién como se
detalla a continuacién: El conectivo entre el 5° y 6° ganglios se cortagba lo mas
proximat posible al quinto ganglio, se retiraba la vaina gue cubre al tejido nervioso
por medic de varillas de vidrio finamente estiradas y después se dividia cada uno
de los dos conectivos en varios haces ¢ filetes de axones (aprox. 4 por conectivo)
Posteriormente, y con el use de una micropipeta de succidén conectada con un
sujetador con un alambre de Ag-AgCI, se succionaba un haz con &l fin de buscar
aquel que contuviera uno de los axones praveniente de una de las dos células

fotorreceptores de! sexto ganglio La sefial era lievada por medio de una sonda
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de alta impedancia a un amplificador AC Grass (mod. 7P51 1, poligrafe mod 79 o
mod. P511). La sefial era monitorizada en un osciloscopio de memceria {Hameg
HM 2053) y un monitor de Audio (Nafri).

Una vez que se tenia un haz dentro de la micropipeta se escuchaba y
observaba la actividad eléctrica Si los potenciales eran consistentes en aumentar
su frecuencia de disparo ante un estimulo luminoso, la preparacion se dejaba
estabilizar de 30 a 60 min en oscuridad antes de iniciar los registros a lo largo del
dia o para construir una curva de Frecuencia vs log intensidad de luz Estas
curvas se hicieron siempre a fa misma hora (13:00) v consistian en estimular & la
preparacion con intensidades de 1, 10, 380 y 1000 Ix.

Una modificacion mas en tedo ef sistema de registro fue el de la grabacion
de la sefial en formato de video, por medio de un registrador digital (Instrutech
mod VR10) y una video grabadora Sharp (med VC-A208) Ademas el sistema
tenia una tarjeta analégico digital que permitia capturar cualguier segmento
grabado previamente para posteriormente analizarlo con el programa Pclamp (ver

5.0}

Etapa lil: Refinamiento de las técnicas para incubacion

Se utilizaron soluciones Van Harreveld modificadas a fas que se les afiadié
un amortiguador diferente al bicarbonato. Se probaron tres tipos de ellos, el de
fosfatos, el Tris y el Hepes. Ademas se incluyo glucosa en el medio como fuente

de energia para el tgjido La Tabla | rasume las diferentes medalidades del Van
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Harreveld que se probaron.

Tabla | Soluciones Van Harreveld modificadas

Reactivo VH normal* | Fosfatos Trizma HEPES + HEPES
Glucosa
NaCl 205.3 1958 153 170 42 201 4
KClI 537 537 537 537 537
CaCl, 13.55 1355 1355 1355 13 55
MgCl, 2.61 261 2.61 261 2861
NaHCO, 238 - - - -
NaH, PO, -- 2 -- - -
Na,HFO, - 8 - -- -
Trizma -- 1C -- --
Hepes - - - 10 10
Glucosa - 10 10 10 --

* Todos los valcres en mM, pH en todas 7 35-7.45

Con el fin de mantener el aporte de solucidn fresca se monid un sistema de
perfusion y vaciado de! Van Harreveld, que permitia tener un flujo continue de

solucion a la preparacion

Etapa IV Registro con electrodos de acero y tungsteno
En esta etapa, se usaron electrodos de acero (fabricacién nacional) o tungsteno

{A-M Systems, Inc ) para regisirar la actividad eléctrica del sexto ganglio. L.a
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cadena ganglionar abdominal completa se colocaba en una caja petri con fondo
de Sylgard 181 (Gow Corning) que estaba dividida en dos partes por medio de un
vidrio delgado y angosto gue tenia un espacio de 5 mm que comunicaba ambos
compartimentos El sextc ganglic se colocaba en un compariimento y la cadeng
se dejaba cruzar el espacio abierto del vidrio, perpendicularmente al eje del miso
La Vregic')n de la cadena que guedaba jusio en la apertura se cubria con vaselina y
hasta formar un seilo entre ambos compartimentos. Despugés, con ayuda de!
electrodo de acere o de tungsteno {aprox. 2 MQ de resistencia) se empalaba el
conectivo entre el quinto y sexto ganglio, que habia quedado en el compartimento
del lade del sexto ganglio, lo mas cercano posible a éste £l electrodo indiferente
s& colocaba en el otro compartimenio y ambes se llenaban de solucion Van
Harreveld modificada con Hepes y glucosa. La actividad eléctrica se registraba

cen el equipe descrito en |a Etapa |

Andlisis de datos.

Ademas de los primeros analisis con los programas para hacer el pericdograma
de Enright, los datos promedio de la frecuancia espontanea y la provocada por la
luz se sometieron al andlisis de Caosinor con el programa Dispac, desarrollado en

gl Laboratorio del Dr Raul Aguilar (IFC, UNAM).
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RESULTADOS
Etapa !

De los 30 animales que se registraron en esta etapa, solo 8 registros
cumplieran cerca de 24 horas de incubacion ¢ un poco mas y pudieron ser
grabados y analizados con el sistema de captura de sefiales descrito en
Materiales y Metodo
Los registros con electrodos de platino permitian registrar sefiales multiunitarias
coma las gue se observan en la figura 2. Las fotografias de esta figura fueron
tomadas a la pantalla del osciloscopio de memaria En el trazo superior se
observa la actividad espontanea y en el trazo inferior |a actividad provocada por la
fuz.

Ef panel A muestra una foto tomada a las 1200 h mientras que en B la folo
se tomo a [as 0000 h. A pesar de ser una técnica en la que se registraba la
actividad de varias neuronas, &l incremento en la frecuencia de disparo al aplicar
la luz es clare, asi como las diferencias en la actividad eléctrica a ias dos horas

aqui mostradas
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provocada por la luz.
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En la figura 3A, se cbserva la grafica de frecuencia (Hz) vs tiempo externa
de la actividad espontanea del registro gue tuve mayor duracion (por arriba de las
48 h). En el panel B de ta misma figura se gréfica la actividad provocada por la
luz. A pesar del decremento en la amplitud de las respuestas y que
probablemeante se deba al deterioro de la preparacion, es posible discernir un pico
de actividad en |las noches subjetivas de 1a preparacion Es interesante tambien
que estos picos parecen estar en fase.

En lafigura 4 se observan los cambios en |a actividad espontanea y
provocada por la luz a lo large de 27 horas. Cada punto representa el promedio
de |a frecuencia de potenciales de accion obtenida (n=8 por punte) En la grafica
se puede observar gue existe un pico en ia noche subjetiva, en el disparo de PAs
en ambas condicicnes La menor actividad fue registrada en 2l periodo
cerrespondiente al dia subjetivo, siendo adn menor hacia el final del experimenio.

Al aplicar el periodegrama de Chi cuadrada a los datos de ambas
condiciones, se revela un pico de periodo significative mayor a 24 h {Figs. 3A y

B)
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Fig 3. Grafica de la frecuencia de disparo espontanea (A) y
provocada por la luz (B}, 2 o largo de un poco mas de 48 h
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Etapas It v I

El registro con electrodas de succidn permitio registrar cen mejor relacian
sefal ruido, la actividad electrica de los FRCs, lo que ayudd a caracterizar el tipo
de potenciales que se encontraban y facilité su analisis en el programa Pclamp

En lafigura 8A y B se observa el registro con la técnica de elecirodos de
suecion antes y durante la aplicacion de un pufso de luz en la misma preparacion
En ocasiones esta {ecnica permitid rehacer registros unitarios de los FRCs pero
comunmente se registraban potenciales pareados o hasta un maximo de 4
unidades diferentes Con ayuda de la rutina Pstat del programa Pclamp era
posible discernir entre ellos y hacer el analisis de frecuencia instantanea En el
panel 6C se observa una curva de frecuencia vs log intensidad de luz Lz curva
s semejante a la encontrada por otros autores {Aréchiga y Rodriguez-Sosa,
1997} en preparaciones equivalentes Gracias a estas curvas se decidio estimular
siempre con una intensidad de 100 ix lo gue permitia tanto poner en evidencia la
respuesta a la luz como evitar el deterioro rapide del fotopigmento en la
preparacion crénica

Los potenciales que respondian a la luz se caracterizaron por su tamafo y
duracion asi como per su forma de disparo, Se trataba de potenciales bifasicos
con un componente positivo inicial mas grande en amplitud que el negativo que
les seguia. La amplitud total era de airededor de 800 pV y 3 ms de duracion Se

encontraban disparando ritmicamente y en ocasiones se observaban en pares
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Esta forma de disparo de los FRCs ya ha sido descrita con anterioridad
(Kennedy, 1963). Al aplicar la luz (100Ix}, y después de un lapso de menos de
500 ms de latencia se observaba el tipico incremento fasico en ia frecuencia de
disparc seguido de una disminucion en la frecuencia (respuesta ténica) que se
mantenia durante todo el tiempo del estimulo Cuando éste terminaba se
registraba una posdescarga que tardaba hasta 4 minutos en regresar a la
frecuencia basal Esie comportamiento es el tipico gue se ha descrite como {a
respuesta a la luz de los FRCs {(Kennedy, 1958a)

En cuanto a los diferentes tipos de soluciones amortiguadoras que se
probaron, 1a que mejor permitié mantener ef pH de ia sclucion fue la que contenia
Hepes, sin embargo, a pesar de los esfuerzos por prelongar la viabilidad de la

preparacion, no fue pcsible lograr preparaciones crénicas usando los electrodos

de succidon come metode de registro.

Etapa IV y andlisis general con Cosinor

Con el fin de disminuir el manejo traumatico a fa preparaciéon causado por
ia diseccion y la separacion de los haces de axones en haces mas delgados para
poder introducirios en la micropipeta de succién, se decidid regresar a la
preparacion con la cadena ganglionar completa, pero aislando el sextc ganglic
del resto de fa cadena por un puente de vasetina como se explicd en Materiales vy
Métodos De esta forma se podia registrar con un electrodo metélico fuera de

acero o de tungsteno, cbieniéndose registros con tan buena relacién sefial-ruido



como con los electrodos de succidn La impedancia de los electrodos (de hasta 2
M) permitid incluso hacer algunos registros unitarios o registros en los que sélo
se registraban potenciales pareados de ios FRCs Este méfodo de reqgistro junto
con las otras mejoras del sistema de estimulacion y perfusion de solucion dieron
como resultado el registro repetible de la actividad de los FRCs en preparacicnes
cronicas que duraron hasta 27 horas

La figura 7 se muestra la grafica de la frecuencia vs tiempo externc de un
registro tipico gue durd 24 horas. Se observa que ia actividad provocada por la
luz tiene un pico hacia las 22 h en la noche subjetiva de ia preparacion.

La figura 8 muestra el tipo de registros que se lograban con los electredos
de tungsteno (corresponde al registro de la figura anterior). En el lado izquierdo
de ia figura se muestran segmentos {2 s/condicidn) del registro correspondiente a
las 0800 h antes {oscuridad) vy durante la estimulacién con un pulsc de luz de 100
Ix. En el lade derecho estan los segmentos capturados a las 2000 h. Se puede
observar [a diferencia en la frecuencia de disparo {mayor en [z noche) en las dos
condiciones

La figura 9 representa las graficas de frecuencia instantanea en log 15
segundos previos y 10 segundos durante el pulso de luz también a las 0800 v a
las 2000 h. Los datos asi obtenidos se promediaban (por condicién y por hora de

registro) para hacer graficas como la de la figura 7.
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Posteriormente, y dado que los registros se iniciaban a la misma hora se
realizd una grafica con las frecuencias promedio de los 4 registros completos que
se consiguiercn usanda esta tecnica. En la figura 10 se muestra esta gréfica para
fa condicién de oscuridad (actividad espontanea y ia condicion de estimulacion
{actividad provocada por la luz) Ambas condiciones muestran un incremento en
la frecuencia de disparo de PAs en la noche subjetiva de la preparacion, y un
segundo pico en el dia subjetive de menor amplitud que el primero. Es importante
destacar que el patron temporal es muy parecido al de los registros con
glectrodos de platino (fig 4)

El anélisis con Cosinor que se le aplicd a los todos los datos promediados
reveld que tanto la actividad espontanea (AE) como fa provocada por (a tuz (APL)
presentan periedos circadiancs. AE: t=24 4, porcentaje de ritmicidad = 82 4,
acrofase= 20 24, mesor= 455 Hz, amplitud= 17.76 Hz; APL. t=24 2, porcentaje de
ritmicidad = 92 2, acrofase= 20 35, mesor=105.9 Hz, ampiitud= 317 Hz La

amplitud de.ambos ritmos es significativa, AE: F=56.7, APL: F=136.0, P<0.05
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Figura 10 Cronograma del promedio de |z actividad eléctrica espontanea
(AE) v la provocada por la luz (APL), registradas con electrodos de
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Aclividlad electrica del sexto ganglhio, registrada con diferentes técnicas

Desde las primeras observaciones de Prosser (1934a y 1934b) se observd
que la cadena ganglionar del acocil poseia una actividad esponténea intrinseca
gue se podia detectar como actividad multiunitaria con elecirodos extracelulares.
E! descubrimiento de Prosser, un incremento en la frecuencia de disparo de
potenciales de accién, la respuesta eléctrica a la luz, fue un hallazgo que marcd
el inicio de un largo recorrido hacia el reconocimiento de unidades neurales
especificas involucradas en una conducta, en este caso &l refigjo fototactico
negativa Al mismo tiempo provocd fa necesidad de entender el papel de las
neurcnas involucradas en la modulacién de esa conducta.

Los esfuerzes de Kennedy y Hermann -entre otros- los levaron a describir
con detalle las propiedades de estos potenciales y a tratar de discernir su origen
(Kernedy, 1958z, 1958b y 1963, Hermann y QOlsen, 1968; Hermann, 1972)
Usando técnicas quirdrgicas llevadas a cabo cuidadosamente y procedimientos
de registro mas elaborados, estos autores lograron disecar la respuesta a la juz
en la cadena ganglionar y delimitar su origen en el sexto ganglio y mas
precisamente &n dos neuronas situadas bilateraimente - una en cada
hemiganglio.

La actividad espontanea registrada con los electrodos de platinge, utilizados

en este trabajo, tiene gran similitud a la registrada en aguelias primeros registros,



ya que siendo un sistema de baja impedancizg, permite captar gran cantidad de
unidades, sin embarge la respuesta a la luz sigue siendo muy clara a pesar de
encontrarse sobreimpuesta a la actividad de fondo. Aun con esta baja definicién
fue posible distinguir a ojo los potenciales provenientes de los FRCs y con la
ayuda de los sistemas de captura, hacer una medicion objetiva y precisa de |a
frecuencia de potenciales de accitn existantes en el registro Vale mencionar que
la amplitud de los potenciale registrados estaba en el rango reportado (de entre
50-100 uV) La actividad provocada por & luz manifestd el mismo patron generail
descrito por Prosser {1934), Kennedy (1963) y Hermann y Olsen (1968). Lz
frecuencia se incrementa subitamente después de una iatencia que depende de
la intensidad de la luz para disminuir ligeramente y mantenerse en una meseta
hasta que el estimulo terming, manteniendo una posdescarga que tarda varios
minutes en regresar a los valores basales Tipicamente, para un estimulo de 100
ix la respuesta se incrementa hasta alrededor de 50 Hz y tarda de dos a tres
minuios en regresar a la basal. También con los electrodos de platino se
caonsiguid observar este comportamiento, por lo que se puede afirmar que esta
tecnica aungue simple y gruesa en su resolucidn permite evidenciar los aspecios
basicos que se plantearon como objetivo inicial de este trabajo

5in embargo en la bisqueda de mejor resolucion vy “aislamiento” de |z
respuesta fue necesario recurir a los elactrodos de succion y procedimientos
quirurgicos gue ya habian probado su efectividad. Sin liegar a las proezas

técnicas de Hermann {1972) quién podia disecar el conectivo entre el quinto v
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sextc gangiio hasta dejar unos cuantos axones para registrarlos en un gancho de
acero, los haces o filetes conseguides al quitar la vaina de los conectivos y
separar los axones con una varilla de vidrio, permitian muy bien disecar el axdn
de los FRCs (uno en cada conectivo, si se tiene suficients habilidad) y registrar la
respuesta del sexto ganglio con electrodos de succidn en los que se introduce
uno por uno o0s haces o filetes conseguidos y lograr registros como los que se
observan en la figura 8A v B con unz excelente relacion sefial-ruido. Registros
que ademas facilitaron |a discriminacion digital de los potenciales con el programa
Pclamp. Los registros asi obtenidos son de mayor amplitud v se puede discemir gf
patran ritmico de la actividad espontanea en adaptacién a la oscuridad, asi como
todos ios componentes de la respuesta a la luz Quedd establecido gue esta
técnica era apropiada para el registro de la actividad de los FRCs. Como se vera
mas adelante, algunas complicaciones en este tipo de registros llevaron a tomar
la decisién de no continuar usando los electrodos de succidn

Para lograr aistar la respuesta de los FRCs registrada exiracelularmente en
los conectivos entre el sexto y el quinto gangtios, sin someter a |a preparacion a
una cirugia traumdtica, en este estudio se pensd en usar electrodos metalicos
(acero o tungsieno) que tuvieran una mayor impedancia que los de platino y que
colocandolos cerca de |a zona central de cada conectivo -por dénde corren los
axones de los FRCS {Wiersma v Hughes, 1961), fuera posible tener buenos
registros Las figuras 7 y 8 son ejemplos de gue &l uso de estos electrodos es una

alternativa viable para regisirar los potenciales de los FRCs con un minimo de
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traurma al tejido De nuevo, todas las caracteristicas de los potenciales pueden
observarse en los registros con estos electrodos. La relacidn sefial rdido es buena
y es posible obtener registros en los que los potenciales provenientes de los
FRCs sean los de mayor tamafio para que se facilite su discriminacion digital

En resumen, el uso de las tres técnicas de registro permite cbservar la
actividad espontanea y la provocada por la luz en los FRCs, pero ios registros con
electrodos de succion y los de tungstenc dan mejor definicion de las unidades, sin
embargo, {os de succidn pueden provocar cierto trauma al tejido que parz los
fines de este trabajo se considerd como una desventaja mayor quedando los de

acero y tungsteno de alta impedancia comeo la mejor opcidn.

Métode de perfusion, use de amortiguadores y controf de temperatura sobre Ja
sobre vida de la preparacién

Para aumentar la sobrevida de la preparacion, ne sdlo fus necesaria la
seleccién adecuada de un método de reqgistre Desde 1938, Van Harrevald
demostro que una preparacion de sistema nervioso de acocil podia mantenerse
mas de & h si la solucidn salina con la que se banaba conteniz el doble de NaCl
gue una solucion Ringer normal (hay que recordar que la solucion disefiada por
Ringer lleva & g de esa sal), pero si se incluia CaCl,, la sobrevida liegaba a ser de
24 h, lo que definid al calcio como el segundo ién mas importante para ta solucion
salina de crustaceos dulceacuicolas. Los resultados que se muestran en las

figuras 3 v 7 no son méas gue una confirmacion de este hzallazgo ya que en efecto
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se logro registrar ta actividad de ios FRCs por mas de 24 h y en una ocasion casi
hasta 48 h aungue hay que aclarar que esta sobrevida no es consistente y fue
necesario realizar muchos registros para conseguir un tamafo de muestra
aceptable Sin embargo dado que el objetive del trabajo estaba enfocado a
registrar durante mas de 24 h, se decidid buscar modificaciones de |a solucion
Van Harreveld que permitieran eso. Claramente un primer factor gue se altera
después de 24 h es el pH por lo gue se decidié intentar amortiguar [a solucién de
diferentes maneras El HEPES destacd como el amortiguador que mejores
resuitados dio para conseguir ese objetivo. Ademas, un sistema abierto de
perfusion logra abatir jos pequefios cambios de pH que puedan alterar la
preparacién manteniendo un flujo constante de solucién amortiguada

Bajar la temperatura a 19 °C y mantenerla constante también favorecio la
sobrevida de ta preparacion vy de hecho los experimentos realizados en la Uitima
etapa, en la que se incluian estas mejoras y la técnica de registro con electrodos
de metal de alta impedancia, ofrecieron resultados consistentes, por lo que fue
mas facil conseguir un tamano de muestra y una mayor reproducibitidad de los
resultados (Fig 8).

Desgraciadamente, no se han alcanzado mayores tiempos de sobrevida lo
que limita, en parie, |a interpretacion de los resultados de las figuras 4 vy 10. Es
claro gue se reguieren mayores mejoras

Cuando la preparacion deja de responder gueda una interrogante. ne

responde porque metabdiicamente es incaparz (¢ las ¢élutas murieron?) O bien, el
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fotopigmento se acabd Esta claro que se requieren otros métodos para indagar
sobre |a viabilidad metabdlica de la preparacion, pero una forma de solucionar la
segunda pregunta es usar intensidades de luz bajas, lo suficientemente altas para
encontrar una respuasta pero que no agoten rapidamente el pigmento. Esta
estrategia se siguid después de estudiar la curva de frecuencia vs log de la
intensidad de luz encontrandose gran similitud con las curvas reportadas por
otros autores {Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1997) y se decidid usar 100 Ix ya que
era una intensidad baja que permitia distinguir bien ta respuesta a la luz, y no muy
alta coma para permitir la degradacion répida del pigmente

Por atro lado, la incorporacion de glucesa al medio no parece haber sido
crucial, pera no es posible aclarar este hecho a la luz de nuestros resultados por
lc gue es honesta proponer mas experimentos enfocados a probar esa hipotesis

El uso de antibidticos puede ser parte de la solucion a este problema,

sobre todo si es posible conseguir gue la preparacion dure mas de 24 h

Cambios femporales en la actividad espontanea y la provocada por Ia luz
Diversas observaciones de |z conducta de los crustaceos hicieron suponer
la presencia de sistemas temporales en ellos Desde las observaciones empiricas
de la presencia periddica de crustaceos en las zonas intermareales (Huxley, 1974)
hasta las observaciones sistematicas de los diferentes ritmos gue se han descrito

en ellos (ver revisiones de De Coursey, 1983, Aréchiga et al |, 1993, Fanjul-Moles,
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1998) permiten afirmar que estos animales poseen un compiejo sistema de
medicion de tiempo. La gran diversidad de especies y por tanto de mecanismos
fisioldgicos que son responsables de los ritmos bioiégicos, hace necesaria la
busqueda de patrones generales que permitan elucidar las complejidades de
estos sistemas

Ya lo ha senalado Pittendrigh (1960} af resaltar la importancia de entender
{a organizacion funcicnal de los sistemas circadianos como elemento base para
lograr ese obietivo. Conocer los elementos que compaonen el sistema circadiano
del acocil es una forma de abordar ese problema

A partir de los hallazgos de los ritmos en los acociles y en particuiar det
ritmo de actividad locomotora, Page y Larimer {1972 y 1976) trataron de probar el
papel del folorreceptor caudal en la génesis o sincronizacion de ese ritmo. Sus
nallazgos descartaron Ia funcion de esta estructura como responsable de la
sincronizacion def pico enddgena del ritmo  Sin embarge, ios resultados de los
experimentos de Fuentes-Pardo e inclan-Rubio (1987) y de Incian-Rubio y
Fuentes-Pardo (1987), indican una influencia de los FRCs sobre el ritmo de
amplitud del ERG del acocil Procambarus clarkit Ei efecte de desfasamiento del
ritmo, seglin los autores, depende de la hora de estimulacién del sexto gangiio
Mas recientemente, Bernal-Moreno et al. (1896} también aportan pruebas, aungue
parciales, sobre la participacion de esta estructura como un fotorreceptor
circadiano

La mejor manera de demostrar si los FRCs poseen una osciiacion
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intrinseca en su funcion espontéanea o sensorial es la de registrarios
aisladamente, de ahi la necesidad de contar con una preparacion duradera en la
gue se puedan evaluar tales funciones

Tanto los resultados con los eleciredos de acere come los obtenidos con
los de tungsteno parecen indicar que ambos tipos de funciones -la espentanea y
la provocada por la fuz- fienen una variacidén con un periodo mayer a 24 h coma
se observa en las figuras 4 y 10 El pico de actividad se encuentra en la noche
subjetiva de la preparacién hacia tas 2300 h con un descensc en el dia subjetive
(hacia las 1000 h).

No es posible, sin embargo, desechar la posibilidad de que el descenso
gue se ohserva en la parte final de {as graficas senaladas se debza a un deterioro
de la preparacién, perc ya que los registros se iniciaron en el dia si es positle ver
un incremento sustancial en la frecuencia de potenciales de accion de ambas
actividades qgue contieng una variacion de periodo amplio, 1o gue sugierg un
cambio endogeno que prebablemente esté regulado por un oscilador circadiano.
La naturaleza ritmica de |a actividad espontanea que sitda a los FRCs como
celulas marcapasos tambien incita a pensar en gue estas células puedan tener un
sisterna que oscile con mayor periodc,

Es muy importante aclarar que para definir con mayor rigor la capacidad
oscilatoria de los FRCS se necesitan preparacicnes de mayor duracidn que
permitan estudiar mejor tante € posible riimo circadiano que posean come sus

caracteristicas (capacidad de sincrenizacion, compensacion de temperatura, etc )
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Relacion de los FRCs con ef sistema circadiano del acocil

Es muy claro el hecho que los FRCs modulan la actividad eléctrica aferente
y que su respuesta a la luz parece ser una via de informacion que a su vez
modula ia actividad locomotora, aspectos que han sido demostrados tanta por su
actividad elécirica ante cambios de luz (Kennedy, 1963; Hermann y Olsen 1968)
comao por las relaciones sinapticas que establecen sus axonas en los ganglios
ventrales (Kennedy, 1963, Wilkens y Larimer, 1872} asi como por las
observaciones conductuales {(Welsh, 1934, Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1997).

Es necesario saber entonces como se relaciona esta actividad ritmica de
ios FRCs con el sistema temporal del acocil

Ontogénicamente, tos ritmos de actividad locomotora y el ritmo del
electrorretinograma se desarrollan de manera diferente (Fanjul-Moles et al., 1887,
Faniul-Moles et al., 1997), mientras que el ritmo de actividad ocomotora se
presenta tempranamente, el de amplitud del ERG lo hace mas tardiamente. Pero
ambos pasan de ser diurnos a nocturnos Esto puede implicar que existan
sisiemas osciladores que aungue acoplades en el adulto no lo estén en los
estadios juveniles Probablemente se puede hablar de una accidn diferencial en la
moduiacion gue hacen los FRCs sobre dichos sistemas io que puede explicar el
porque Page y Larimer (1872, 1976) no hallaron una clara influencia de estas
células sobre el ritmo de actividad locomotora pero si madulan ia actividad ritmica
del ERG (Fuentes-Pardo e Inclén-Rubio, 1987 Inclan-Rukio y Fuentes-Pardo,

1987, Bernal-Moreno et al , 1998). Posiblemenie se requieran experimentos de!



papel del sexto ganglio a lo largo de la ontogenia
La influencia de los FRCs sobre la actividad locomotora depende de la

intensidad de la luz, ya que se ha demostrado que dependiendo de ia intensidad
de la luz pueden modularla como un reflejo fototactico negativo a intensidades
altas o positivo a intensidades bajas (Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1997) La
oscilacion circadiana en la respuesta a |a luz de los FRCs representa una
variacion diaria en |a informacian aferente que envian sobre la intensidad de ta
luz modula {as salidas motoras en los diferentes ganglics, con lo que no sdlo se
consigue informacion de la intensidad de luz © de los cambios luz-oscuridad que
-proveen los fotorreceptores circadianos, sino que participaria dentro del sistema
circadianeo del animal como un oscilador que a su vez modula |a informacién
sensorial en relacion con |a hora del dia, al tener una sensibilidad diferencial al
astimulo luminoso que se mantiene en fase con la hora local y tambign con e
resto del sistema circadiano del acocil en el ganglio cerebroide y los tallos

oculares y que controlan ei ritme de actividad locomotora y del ERG
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