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Il RESUMEN

La serotonina (5-HT), ha sido propuesta como un neuromodulador en el desarrollo de
sistemas neurales en el acocil, dentro de ellos se encuentran estructuras involucradas en la
expresion del ritmo ERG. Este ritmo, en el acocil Procambarus clarkii muestra un periodo de
naturaleza ultradiana durante la etapa postembrionaria 1 (POI), alargindose hasts llegar a ser |
circadiano aproximadamente a los 30 dias de edad.

En este trabajo, se explord la presencia de neuronas inmunorreactivas a serotonina,
durante diferentes etapas postembrionarias del acocil Pocambarus clarkii. Para ello, se
realizaron cortes histologicos de 16bulos dpticos y ganglio cerebroide (protocerebro) que fueron
incubados con un anticuerpo policlonal anti-serotonina.

Los resultados mostraron una inmunorreactividad positiva al anticuerpo desde las
brimeras efapas del desarrollo. La inmunorreactividad en el primer estadio fue difusa,
manifestdndose tanto en el interior como en el exterior de las estructuras propuestas como
responsables del ritmo. Al ir avanzando el desarrollo va aumentando la especificidad de la
reaccion. Asi mismo, se encontrd la presencia del reflejo fotomotor a partir de Ia etapa
postembrionaria II (POLD). |

Lo anterior sugiere que la serotonina puede tener un papel como neurotransmisor asi

- como neuromodulador en las estructuras neurales y neuroenddcrinas relacionadas con la

expresion gradual del ritmo ERG, durante el desarrollo postembrionario de Procambarus clarkii,



V. INTRODUCCION

1. CARACTERISTICAS MOR!'OLOGICAS DEL SISTEMA NERVIOSO DEL

" ACOCIL ADULTO: GANGLIO CEREBROIDE

El acocil presenta el sistema nervioso central ganglionar en forma de escalers,
caracteristico de todos los crustdceos primitivos. Durante el desarrollo los ganglios se forman
mediante la fusion de los diferentes pares embriomrioa que se unen transversalmente mediante
comisuras y longitudinalmente mediante conectivos. Es decir, el sistema nervioso esta formado
por un doble cordén nervioso y una serie de ganglios pareados que van desde la region cefdlica
hasta 1a regién caudal. La mayoria de estos ganglios dan lugar a tres pares de nervios, los dos
primeros pares ‘contienen tanto elementos motores como sensoriales, en tanto que el tercer par
posee tinicamente fibras motoras. Por debajo del eséfago se encuentra un ganglio subesofdgico, el
cual representa seis ganglios cefalotordcicos fusionados y cuyos nervios inervan las piezas
bucales. Todos los decdpodos macruros, a los cuales pertenece el acocil, poseen un gran niimero
de ganglios ventrales no fusionados, cinco tordcicos y seis abdominales, de los cuales unicamente
ios primeros tres tordcicos estan fusionados con el ganglio subesofdgtco

El primer ganglio tordcico inerva los quelipedos, en tanto que del segundo al quinto
ganglios se inervan los apéndices ambulatorios. Los ganglios abdominales del primero al quinto
inervan los musculos extensores y flexores ademds de los pledpodos, el sexto los urépodos, el
telson y la region anal del intestino posterior. La conexion entre los ganglios subesofdgico
y supraesofdgico (ganglio cerebroide o cerebro) se lleva a cabo a través de los conectivos
circumesofdgicos. La division del ganglio cerebroide en proto, deuto y tritocerebro esta asociada a
1a evolucion de los drganos de los sentidos anteriores. Nervios procedentes del protocerebro



~ inervan la region dptica, otros procedentes del deutocerebro las anténulas y aquellos que

proceden del tritocerebro las antenas y el intestino. |

El origen evolutivo del cerebro de los crustdceos ha sido sujeto de un debate considerable,
pero es muy probable que el tritocerebro sea un ganglio segmental, previamente perteneciente al
primer segmento tordcico que se ha movido a la region anterior. Las dos regiones anteriores
cerebrales anteriores pueden representar el "acrén" no segmentado o uquicembxb, el cual es
homdlogo al ganglio cerebral de Ia mayoris de los anélidos. Sin embargo, algunos investigadores
consideran qﬁe estas regiones contienen ganglios segmentales que se han fusionado con el acrén
original; el protocerebro y el deutocerebro, al igual que otras estructuras cefilicas emergen de
numerosos rudimentos embrionarios que sé han fusionado.

Por todo lo anterior, actualmente se considera que el ganglio cerebroide del acocil adulto
representa por si mismo una fusion de ganglios segmentados y en la mayoria de los artrépodos
esta dividido en tres regiones: protocerebro, deutocerebro y tritocerebro (Bullock y Horridge,
1965; Maynard, 1965) (Fig. 1). El protocerebro anterior esta constituido por dos Iobulos dépticos
conectados al protocerebro medio por los tractos épticos protocerebro medio, puente
protocerebral y cuerpo central. El protocerebro medio consiste de cuatro 16bulos, dos anteriores y
dos posteriores. El cuerpo central, un drea de neurdpilos especializada, estd situada entre el par
de 16bulos anterior y posterior. Su funcién se desconoce, pero probablemente tenga una funcion -
asociativa asf como neuroendocrina (Sandeman, 1982). Ademds, se han descrito 8 neuronas
gigantes inmunorreactivas a serotonina cuyos axones lo cruzan (Sandeman et al., 1988).

Por detrds del protocerebro se encuentra el deutocerebro. Sus neurdpilos son: a) los
lobulos olfatorios, que reciben entradas quimorreceptoras, b) los neurépilos antenulares medios y
Iaterales que reciben entradas de estatocistos y mecanorreceptores de las anténulas, c) los lbulos
accesorios, los cuales han sido relacionados con una funcién olfatoria y d) los 16bulos

-2-



anl

opt = neurdpilo éptico an = 16bulo antenal

pb = puente protocerebral go = oélulas globulares

cb = cuerpo central anl = nervio antenular
ol=16buloolfatorio = ant=nervio antenal .
ac = 16bulo accesorio oes = conectivos esofagicos
pa = 16bulo parsolfitorio

Fig. 1.- Esquema del ganglio cerebroide de acocil adulto.
(Redibujado de Sandeman y Luff, 1973).




paraolfatorios cuya funcion no esta bien definida.

En el tritocerebro se encuentran el neurdpilo tegumentario y los I6bulos antenales, que
necibeh terminaciones nerviosas tegumentarias del caparazon el primero, mientras que los
segundos contienen interneuronas motoras y sensorias que controlan los movimientos antenales

(Sandeman, 1990).




2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL OJO Y LOBULO OPTICO EN EL ACOCIL ADULTO

El acocil adulto al igual que otros invertebrados posee ojos de tipo compuesto y
pedunculados que se encuentran en la region anterodorsal del cuerpo, separados por el rostro.
Cada ojo compuesto esta formado por 2 500 omatidias cada una de las cuales posee sus propios

"elementos Spticos (Stephen y Stowe, 1982). La superficie externa del ojo esta cubierta por la
cornea, que es una cuticula transparente de aproximadamente 60 mm de ancho (Halstrom,
1966). Cada omatidia consiste de cuatro células cornedgenas que dan lugar al cono cristalino, y
un rabdomo principal largo en forma de huso compuesto por la asociacién de los rabdomos
individuales de ocho células retinulares, la membrana de cada una de las cuales se ha plegado
extensamente en forma fibrilar para originar el rabdomo, drea en la cual se concentra el
pigmento fotosensible, la rodopsina. Los rabdomos individuales se fusionan para formar el
rabdomo principal y una célula del tapetum, la cual estd situada entre las porciones internasde Ia
base de las células retinulares. EI rabdomo principal entonces, estdé compuesto por capas de
microvellosidades colocadas en dngulo recto una con respecto a la otra. Células pigmentarias,
conteniendo granulos de pigmento denso, rodean a cada cono cristalino, y dentro de estas células
el piginento se moverd de acuerdo con el grado de adaptacién a la luz. Durante la iluminacion
intensa los granulos de pigmento se extienden aislando a la omatidia de las omatidias vecinas y
creando una imagen en mosaico. Un ligero cambio en la posicién de un objeto estimulard otra
omatidia y en esta forma, el ojo serd sensible al movimiento del animal. A bajas intensidades de
luz el pigmento se aleja de la zona clara y los rayos de luz de las diferentes omatidias pueden, por
reﬂgxic’m superponerse en un solo rabdomo; de este cambio resulta la formacion de una imagen
superpuesta. Cada una de las'omatidias del ojo descansa sobre la membrana basal, la cual es
perforada por axones de las células retinulares a través de las cuales se lleva a cabo la



informacion nerviosa por medio de las diferentes siﬁapsis a los 16bulos dpticos y al ganglio
supraesofagico .A este conjunto de axones algunos autores le denominan nervio dptico . El Iébulo
optico del acocil contiene 17 000 axones, de la comunicacién con el ojo y el cerebro depende la
integracion neural del sistema 6ptico.
 Los principales constituyentes de los 16bulos 6pticos son células ganglionares, neurdpilos
centrales, senos venosos, células sanguineas y glm Los neuropilos periféricos de los l16bulos
dpticos son cinco: ldmina ganglionaris, médula externa, médula interna, Muh terminalis y
cuerpo hemielipsoidal (Fig. 2). |
La funcién de los l6bulos dpticos en especial de la ldmina, médulas externa e interna, estd
relacionada con procesos visuales y pueden considerarse como parte de un 6rgano receptor,
mientras que la médula terminal y el cuerpo hemielipsoidal, al derivar embriolégicamente del

- protocerebro medio, podrian intervenir en la integracion olfamié (Sandeman, 1990).

. Sobre la punta anterior de la médula terminalis, esto es, entre la médula interna y
terminalis, se localiza una region de células ganglionares que se caracterizan por un gran nucleo
(de 12 a 16 mm) y escaso citoplasma, a este conjunto de células se le conoce como érgano-X. En
la periferia del tracto optico, entre la médula externa e interna, se localiza una estructura
neurohemal altamente vascularizada que contiene proyecciones de la médula externa, interna,
quiasma Optico interno y del érgano-X asi como la porcion vascular de numerosas células
sanguineas la cual estd integrada por axones y se conoce como gldndula sinusal. Hay dos
quiasmas Opticos, uno entre la ldmina ganglionaris y médula externa y el otro entre las médulas.

El quiasma estd formado por muchas fibras nerviosas procedentes de las neuronas
situadas en diferentes dreas del ganglio que cruzan y entran al siguiente ganglio en un sitio
opuesto a su punto de origen. El nervio o tracto éptico esta compuesto por paquetes de axones y
células gliales y se origina como parte de la médula terminalis.



2.BEquema de bulo oOptico de acocil adulio.

e Retina (R), LAmina Ganglionaris (LG ), Médula Externa
(ME), Médula Interna (M1 ), Médula Terminalis ( MT ),
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Entre la membrana basal y la 1dmina ganglionaris hay una region compuesta de largos
paquetes de axones que se originan de las células retinulares (Shivers, 1967), y que van a hacer
sinapsis & la ldmina ganglionaris, como se sefiald anteriormente constituyen lo que algunos
autores denominan nervio dptico.

Los elementos gliales generalmente forman una cobertura envolvente en todo el sistema
nervioso y estan formados por células que pueden ser confundidas con elementos neurales
(Shivers, 1967), pacden rodear cuerpos celulares y fibras individuales en tractos y conectivos. No
se conoce la manera en que la glia penetra en las fibras densas de los neunbpilos en
invertebrados (Trujillo-Cénoz, 1959). La glia ha sido considerada como soporte o elemento
nutritivo (Wigglesworth, 1960), pero también ha sido implicada en el control del ambiente
extracelular en los neurdpilos (Hoyle, 1953; Twarog y Roeder, 1956; Treherne, 1961). Ademus Ia
glia puede estar involucrada en la integracion del sistema nervioso (Galambos, 1961).

Shivers (1967) describi6 cuatro clases de neuronas en base a los elementos granulares
producidos en ellas:

a) Células neurosecretoras tipo 1, contienen granulos delimitados por membrana y miden
de diametro entre 1000 a 1700 A. Se localizan primariamente en el érgano X.

b) Células neurosecretoras tipo 2, contienen granulos delimitados por membrana y miden
de didmetro entre 1500 a 2000 A. Parecen estar localizadas solo en médula terminalis.

¢) Neuronas que contienen grdnulos delimitados por membrana y cuyo didmetro es de
600 a 1000 A. Estos granulos se localizan en glandula del sinus. Los botones sindpticos ademas de
los grdnulos contienen vesiculas claras de 300 a 500 A de didmetro. )

d) Neuronas cuyos procesos no contienen granulos con membrana. Sus botones sindpticos
contienen solo vesiculas claras de 300 a 550 A de didmetro, por lo que se cree que son vesiculas |

sindpticas.



3. DESARROLLO POSTEMBRIONARIO

El acocil al igual que otros crusidceos malacostrdceos, muestra un desarrollo directo y
todos los estadios larvales se manifiestan durante la etapa embrionaria. _

Los acociles de 1a especie Procambarus clarkii han evolucionado dentro de una serie de
adaptaciones ideales para habitar temporalmente sistemas lénticos, los cuales periédicamente
presentan lluvias abundantes, pero son secos en verano, Para poder habitar en estos ambientes y
protegerse de sus depredadores, utilizan madrigueras. El apareamiento en esta especie se lleva a
cabo en los meses de octubre y noviembre, época en la que la hembra tiene el ovario lleno de
évulos y el macho presenta en los conductos espermaticos una masa de color lechoso. El macho
deposita un espermatoforo en la superficie ventral de la hembra, poco tiempo después los
huevecillos son liberados y fertilizados externamente y la masa de huevecillos se fija a los
pledpodos por medio de una secrecion adhesiva hasta la eclosién (Lowery, 1988), saliendo los
acociles con un tamafio de aproximadamente cinco milimetros de largo. La cantidad de
huevecillos es de 60 a 200 dependiendo del tamafio y la edad de la madre pudiendo llegar hasta
los 250 (Hofmann, 1978).

El crecimiento del acocil se lleva a cabo por medio de mudas, pasando por siete u ocho y
hasta once mudas dependiendo de la temperatura del agua, hasta alcanzar la etapa de
macuracion sexual (Suko, 1958).

Tres semanas después de la oviposicion se lleva a cabo la eclosion del huevecillo. Los
embriones aparecen comprimidos contra la pared interna del cbrion, el cual se abre
longitudinalmente y el primordio de animal aparece colgado entre las dos mitades del corion y se
despoja el mismo de una membrana embrionaria, a este primer estado se le denomina estado

postembrionario 1 6 POI (Sandeman y Sandeman 1990)



3.1.  ETAPA POSTEMBRIONARIA I (POD. De la eclosién hasta 10 dias después. El cefalotorax
esta lleno de vitelo, los ojos son sésiles y solamente un 25% de los fotorreceptores contiene
pigmento. Las antenas y anténulas estdn curveadas posteriormente. El flagelo lateral de la antena
es mas largo que el medial y ambos estdn desprovistos de pelos sensorios, aunque en algunos
animales pequefas dreas del flagelo lateral puede representar quimorreceptores. Los dactilos de
los 2 tltimos peredpodos presentan un gancho. El telson y los urépodos no estdn atin
diferenciados en apéndices separados (Sandeman y Sandeman, 1990) y se encuentran en el
interior de una cubierta membranosa que adhiere el postembrién al corion. (Fig. 3a). Esta
primera forma postembrionaria muda aproximadamente cinco u ocho dias después a 22°C. Los
animales salen de la exhubia y comienzan a nadar en el agua desprendiéndose y prendiéndose

periddicamente a la madre, Esta muda convierte al animal en el segundo postembrién o POIL.

3.2, ETAPA POSTEMBRIONARIA II (POII). De 10 a 14 dias. Posee menos cantidad de vitelo en
el cefalotorax y consecuentemente tiene una apariencia mds delgada. Los ojos parecen
pedunculados y 1a mitad de los fotorreceptores contienen pigmento. Las antenas son mas largas
que en POI, pero alin no presentan pelos receptores. El flagelo lateral de las anténulas es mds
largo que el medial. En esta etapa los animales tienen la capacidad para moverse libremente pero
no son particularmente activos (Sandeman y Sandeman, 1990), (Fig. 3b). Al final de este periodo
el animal se caracteriza por una disminucion del vitelo y la aparicién de gastrolitos en cada lado
del estomago los cuales se pueden ver con facilidad pues el animal estd cubierto por una cuticula
transparente. Después de la muda el postembridn se convierte en un animal juvenil que tiene la

apariencia de un adulto en miniatura.
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Fig. 3a Etapa deldesarrollo postembrionario del acocil
hmmmchrm:a.bhdbmmblhuﬂol(mn'
b Estadio postembrionario 11 (POI) (Tomado de
Andrews, 1922), .



3.3.  ETAPA JUVENIL. Son de color café verdoso, la primera forma juvenil es extremadamente
mévil y toma el alimento del acuario a bien de poseer todavia vitelo almacenado en las glandulas
digestivas, En este trabajo le llamaremos JI. Las antenas y las anténulas de este organismo poseen
ya receptores pilosos, a pesar de que los pediinculos son sésiles, caracteristicos de las formas
adultas, Esta primera forma juvenil tardard un afio en alcanzar el estado adulto (Suko 1954,
Castafion-Cervantes ef al. 1995) durante el cual pasard por nueve mudas mas hasta llegar a la

madurez sexual,

3.4. ETAPA ADULTA. Los animales adultos son ovales transversalmente con un rostro elbngado
y en forma de V y con abdomen relativamente angosto, Son de color rojo oscuro lateralmente y
con frecuencia de color negro dorsalmente. Bi cuerpo esta cubierto por uh exoesqueleto grueso y
flexible compuesto por cuticula y epicuticula, el cual muda periddicamente hasta alcanzar el
desarrollo final. Los machos presentan ganchos copulatorios en el tercer y cuarto par de
peredpodos ademds el primer y segundo par de pledpodos para la manipulacion del
espermatdforo las quelas son de forma rectangular e infladas. Las hembras presentan un .
receptaculo seminal (annulus ventralis) "cornificado” localizado en la base del cuarto y quinto
par de peredpodos. La longitud total puede ir desde los 45 mm hasta 125 mm o mds (Huner,

1988). (Fig. 3¢).
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4, ONTOGENIA DEL RITMO DE SENSIBILIDAD VISUAL EN EL ACOCIL,

La ontogenia estudia la historia vital de los organismos desde la fertilizacion hasta la
maduracion funcional de todos los aparatos y sistemas, asi como la degeneracion de los mismos a
través de 1a edad hasta la muerte. Son muchas las funciones de un ser vivo que muestran una
ritmicidad cimadiana, por lo tanto la ontogenia de una funcién ritmica incluird la emergencia
del ritmo como tal, asi como cambios en sus caracteristicas a través de la edad. |

Los diferentes ritmos circadianos que se manifiestan en un animal no son independientes
los unos de los ofros, ya sea que estén controlados por un solo marcapaso circadiano o por
muchos, Estos ritmos se encuentran organizados temporalmente unos con respecto a los otros, asi
como con el medio ambiente. Los marcapasos, las vias a los ritmos evidentes, asi como los
mecanismos de sincronizacion de estos ritmos, con el ambiente, son todos parte del "sistema
circadiano" que delinea, no tinicamente, la organizaciéon temporal interna de mltiples funciones,
sino también la notable capacidad de los organismos para medir, en forma precisa y adaptativa el
paso del tiempo astronomico.,

Para que un ritmo circadiano se exprese es necesario que al sustrato anatémico funcional
en el cual se origina haya alcanzado la madurez y se establezcan las relaciones funcionales
necesarias enire los distintos elementos por medio de los cuales se expresan Rensing, 1965;
Deguchi, 195 ; Davis, 1981).

Debido a lo anterior las caracteristicas de los ritmos cambian durante el desarrollo; el
periodo, la amplitud del ritmo, la fase y el nivel de oscilacion son algunas de las caracteristicas
circadicas que cambian durante la ontogenia de los organismos (Rensing, 1965). La variacion de
estos pardmetros parece involucrar cambios en la organizacion del marcapaso y los efectores por

medio de los cuales se expresan los ritmos.
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Un ritmo circadiano que ha sido bien caracterizado es el ritmo de sensibilidad visual del
acocil, el cual se puede detectar mediante los cambios de amplitud en la respuesta del ojo del
animal a un destello de prueba de intensidad constante (electrorvetinograma, ERG). Este ritmo se
ha caracterizado en diferentes especies de acocil, en estado adulto, tanto en los fotorreceptores
retinianos como en las interneuronas visuales del acocil (Aréchiga y Wiersma, 1969; Aréchiga ef
al, 1973) asi como en.diferentes especies de acociles del género Procambarus en desarrollo
(Fanjul-Moles et al, 1987, Far\iul~Moies et al., 1992; Fuentes-Pardo ef al,, 1992). |

Durante el desarrollo postembrionario las caracteristicas del ritmo ERG cambian (Fanjul-
Moles et al., 1987). Después de 1a eclosion en los animales mds jovenes (estado POI) este ritmo es
de naturaleza ultradiana oscilando con un perioao de 15 min a 4 horas. El periodo del ritmo se
va alargando durante el crecimiento del animal (segundo y tercer estadios, POIl y A2) pero se
conserva siempre con caracteristicas ultradianas, hasta aparecer un ritmo circadiano
aproximadamente a los 30 dias de edad. Sin embargo, las caracteristicas de los pardmetros del
ritmo (periodo, fase y amplitud) no alcanzan su madurez hasta que el animal tiehe 140 dias de

edad postembrionaria.
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-5, SUSTRATO ANATOMICO FUNCIONAL DEL RITMO ERG EN EL ACOCIL ADULTO

El ERG (electrorretinograma) es la respuesta extracelular del ojo ante un estimulo
luminoso. Esta respuesta se origina como una diferencia de potencial eléctrico entre un electrodo
activo en o cerca del ojo y un electrodo indiferente. Esta diferencia de voltaje (recogida por el
electrodo extracelular) producida por todas las estructuras visuales del ojo del acocil como son
las omatidias, y en especial el rabdomoYy las células retinulares, puede ser registrada debido a que
el liquido extracelular se comporta como conductor de volumen homogéneo ante el estimulo
fotico. Las caracteristicas del ERG y especialmente su magnitud cambian en relacién con la
intensidad del estimulo luminoso. |

Esta diferencia de voltaje a un pulso de intensidad constante, cambia en el animal adulto
de 1a noche al dia en condiciones constantes, existiendo una diferencia de 600 a 700 microvoltios
entre el ERG del animal durante las horas de la mafana y de la noche. A este cambio se le conoce
con el nombre de ritmo de amplitud del ERG y tiene una duracion de aproximadamente 24 horas
en condiciones constantes, Es decir, es un ritmo circadiano (Aréchiga ef a/,, 1970).

Aréchiga ef al. (1992) proponen que la amplitud de la respuesta del ojo de un animal
adulto, a un pulso de intensidad constante depende de la actividad fisioldgica de tres tipos de
estructuras, 1) la ganancia de los fotorreceptores, 2) la posicion de los pigmentos proximales (PF)
(pigmentos que se encuentran dentro de las células retinulares), los cuales en la oscuridad
constante se retracn hacia la membrana basal, permitiendo que la superficie del fotorreceptor
se exponga a la entrada luminosa; estos mismos pigmentos bajo una condicién de luz constante se
dispersan blindando a los fotorreceptores de la luz. 3) la posicion de otro tipo de grdnulos de
pigmento blindante, el pigmento distal (PD), el cual se encuentra colocado dentro de un conjunto

de células largas y esbeltas que estan colocadas paralelamente a los fotorreceptores, y que cubren
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Ia longitud total de la retina. Estos pigmentos también se retraen en la oscuridad constante o
durante la noche, y se dispersan bajo iluminacién constante o durante el dia. Se ha demostrado
que el pigmento proximal mantiene un ritmo circadiano de cambio de posicion bajo la oscuridad
continua (Bennet, R., 1983) y el pigmento distal lo hace tanto en DD (oscuridad constante) como
en LD (luz-oscuridad) (Welsh, 1930).

La fisiologia del PP y del PD son muy diferentes (Aréchiga, 1977). La respuesta del
pigmento proximal a 1a luz posee un umbral mucho mds bajo que el del pigmento distal. El
pigmento proximal migra como una respuesta directa de los fotorreceptores a la luz y a la
oscuridad (Olivo, 1978; Frixione ef al,, 1979). Las células del pigmento distal, en cambio, no son
reactivas a la luz sino sensibles a las neurohormonas liberadas como una respuesta a la luzy a la
oscuridad Un péptido, la hormona dispersora del pigmento distal (HDP) se libera durante la
iluminacion y promueve la dispersion del pigmento distal (Aréchiga et /. 1992). Por el contrario
otra hormona, la hormona concentradora de eritréforos (HCE) (Ferlund y Joseffson, 1972) se ha
demostrado que retrae el pigmento distal durante la oscuridad. Ambas hormonas se producen en
el pediinculo ocular,

El comportamiento de los dos lotes de pigmentos bajo condiciones constantes es algo
diferente. En tanto que el pigmento proximal muestra variaciones circadianas de considerable
amplimd bajo oscuridad constante, cambia muy poco bajo la iluminacién constante (110 lux) y
permanece la mayor parte del tiempo disperso. En cambio el pigmento distal varia mucho
durante la iluminacion constante y permanece retraido durante la oscuridad. La posicion dc los
pigmentos proximal y distal determina en gran medida la responsividad de los fotorreceptores
retinianos a la luz (Rodriguez-Sosa et al., 1982). Debido a las diferencias en el comportamiento
de los dos pigmentos se ha concluido que en oscuridad constante la sensibilidad .mtiniana se

mantiene principalmente debido a los ritmos de Ia sensibilidad del fotorreceptor y la migracion



del pigmento proximal. En cambio en luz constante el ritmo del pigmento distal es el elemento
principal, y quiz4 el tinico que contribuye a la ritmicidad.

El ritmo circadiano de amplitud del ERG se ha confirmado en los dos tallos oculares
aislados (Sdnchez y Fuentes-Pardo, 1977) y aiin en retinulas aisladas (Nogueron y Aréchiga,
1987). Sin embargo la amplitud del ritmo .es menor que en el animal integro debido a que
aunque persiste la ritmicidad de los fotorreceptores retinianos (fototransduccion y posicion del
pigmento proximal) falta el ritmo del pigmento distal.

‘Para que un ritmo circadiano se manifieste se requiere la sincronizacion de la ritmicidad
de los efectores a través de los cuales se expresa el ritmo, Se han propuesto dos tipos de
marcapaso como posibles sincronizadores del ritmo ERG, el pedunculo ocular para la
sincronizacion unilateral y el ganglio supraesofdgico (GSE) como un probable sincronizador
bilateral. Puesto que los pediinculos oculares estdn conectados al GSE a través del nervio dptico,
una serie de experimentos de ablacion y de corte parecen apoyar la hipdtesis de que la supresion
de la accion del GSE destruye el componente del ritmo ERG dependiente del pigmento distal, en
tanto que se preservan los componentes dependientes del pigmento proximal y de los
fotorreceptores retinianos, los cuales parecen ser capaces de generar sus propias sefiales
circadianas. Sin embargo aunque cada pediinculo ocular sea independiente, se requiere un
mecaniswo de sincronizacion bilateral sobre estos procesos ritmicos, procesos que parecen
persistir tanto en tallos oculares aislados como en retina aislada, pero con mucha menos amplitud
que en el animal adulto,

Se han sugerido dos vias posibles de sincronizacion bilateral. Una via hormonal que muy
probablemente exista en el animal adulto intacto, puesto que ambos pigmentos accesorios
responden a agentes hormonales como la HDP, la HCE y la serotonina (SHT), y una via axonal la

cual estd sustentada en la presencia de axones procedentes del GSE y de fibras eferentes que
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corren a través del nervio Optico a la retina y hacen contactos con los axones de los
fotorreceptores retinianos. Algunos de estos axones contienen serotonina (Aréchiga ef al., 1990).
Los elementos celulares responsables de la génesis y/o sincronizacion de este ritmo en
el ganglio supraesofdgico no se han encontrado todavia. Se han propuesto diferentes locus, el
I6bulo 6lfatorio en el tritocerebro (Page y Larimer II, 1975) asi como regiones mas rosirales en el
protocerebro (Barrera-Mera, 1976). Recientemente Sandeman et 4/ (1990) han descrito dos
grupos de fotorreceptores extrarretinianos a lo largo del margen anterior del ganglio cerebroide
en el acocil Cherax destructor adulto. Los axones de estas células terminan en el neurépilo del
puente protocerebral, en elementos neurales que presentan inmunomhctividad anti-serotonina.
En un trabajo previo (Sandeman ef al, 1988), se reportaron fibras inmunorreactivas a 5-H'l"
proyectando desde el puente protocerebral a la médula externa y a la region de la glindula
sinusal. Sandeman ef al. (1990) han propuesto a los fotorreceptores extrarretinianos como una
entrada sincronizante directa para los ritmos circadianos de este animal. Todo lo anterior hace

pensar en la serotonina como un moduiador muy importante dentro del rompecabezas que

representa la integracion del ritmo ERG.
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6. SEROTONINA Y RITMOS CIRCADIANOS

La participacion de neurohormonas en el control de los ritmos circadianos ha sido
estudiada por varias décadas. Se ha encontrado que el pediinculo éptico contiene muchas de estas
sustancias (Aréchiga ef al,, 1992), entre ellas; hormona hiperglicémica, hormona de dispersion
del pigmento, hormona neurodepresora, hormona concentradora del pigmento rojo, hormona
inhibidora de las génadas y 5-hidroxitriptamina (serotonina). De éstas, la serotonina ha sido
relacionada con la posicion del pigmento proximal en la retina, la amplitud del
electrorretinograma y la actividad locomotora. Por medio de estudios histologicos e
histoquimicos, se han identificado células neurosecretoras localizadas en el pedinculo éptico, en
particular un grupo de neuronas que forman el drgano-X. Sus axones corren distalmente a un
organo neurohemal, la glandula del sinus, la cual actia como un drgano de liberacién y
almacenamiento de algunas de estas hormonas (Aréchiga et al., 1985).

También a través de estos estudios se ha sugerido la posibilidad de que dichas sustancias
no solo jueguen un papel como neurohormonas sino que ademds tengan una funcién de
neuromoduladores locales. |

La serotonina es uha monoamina encontrada en diferentes ganglios del sistema nervioso
cenfral asi como en los pedunculos y la hemolinfa de los crusticeos. Se forma a partir del
aminodcido triptofano, que por accion de una primera enzima, la triptofano hidroxilasa se
transforma en 5-Hidoxitriptofano, el cual a su vez por efecto de la 5-Hidroxitriptofano

descarboxilasa se convierte en 5-Hidroxitriptamina (serotonina) (Fig. 4).
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O -- CH2 --- CHiNH2

Fig. 4 Estructura quimica de la serotonina (5-Hidroxitriptamina)

Esta monoamina afecta la actividad de las motoneuronas en los ganglios centrales y la
fransmision neuromuscular periférica. Es una neurohormona y/o neurotransmisor que modula
la liberacion de neurosecreciones, cambia la fase del ritmo circadiano de la actividad del nervio
ptico en Aplysia ¢ incrementa la sensibilidad visual en Limulus (Aréchiga et al., 1990).

Los fotorreceptores retinianos juegan un papel muy importante en la sensibilidad visual
de los acociles, ya que responden a la luz principalmente durante la noche, pudiendo esto
deberse a cambios en la admitancia de la luz por el ojo compuesto.

Lo anterior depende principalmente de la posicién de los grinulos de los pigmentos
accesorios que migran longitudinalmente en respuesta a Ia intensidad de Ia luz.

Relacionado con esto, s¢ ha observado que la concentracion de serotonina durante la
noche aumenta dando como resultado un incremento en la sensibilidad de los fotorreceptores ya |
que influye en la retraccion del pigmento distal (Aréchiga ef &/, 1990). Lo anterior podria indicar
su papel como modulador en la fase nocturna del ciclo circadiano en la retina del acocil.

En el cerebro de Cherax destructor, 1a primera expresion de neuronas serotonérgicas se
da en un 75 a 80% del desarrollo, es decir, durante los tres primeros estadios del desarrollo
postembrionario. Esta temprana aparicion de células serotonérgicas y su persistencia durante la
ontogenia del acocil, puede estar relacionada no solo con la funcién neuromoduladora de varios
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sistemas neurales, sino también para mantener la habilidad del animal para regenerar apéndices

y receptores (Sandeman & Sandeman, 1990).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Numerosos autores han sugerido que una variedad de fenomenos ambientales pueden
funcionar como estimulos sincronizadores de los ritmos endogenos, entre ellos estd la luz, la
temperatura, la disponibilidad de alimento y las sefales sociales. De todas ellas, las variaciones de
iluminacion dél ciclo dia-noche, presentan la mayor estabilidad de su periodo, por lo que se
considera como la principal sefal ambiental de sincronizacion. |

Fanjul-Moles ef 4l (1987) y Fuentes-Pardo et al. (1992), propusieron que la tardia
expresion del ritmo ERG en el acocil en desarrollo, podria ser debida en parte a cambios en la
maduracion de los efectores (fotorreceptores, pigmento distal, pigmento proximal) y/o el tardio
desarrollo del sistema neuroenddcrino, y en particular del 6rgano X- glandula sinusal, eje que se
proponia como un posible sincronizador del ritmo. Asi mismo, se piensa que estructuras como el
puehte protocerebral y neurdpilos del lobulo dptico como son la médula externa y ldmina
ganglionaris podrian jugar un papel preponderante tanto en la expresion circadiana del ritmo
como en la maduracion de los parametros del mismo.

Considerando que los pediinculos funcionan como marcapaso circadiano, faltaria
explicar como, los ritmos son sincronizados en ellos. Ambos pediinculos estdn conectados al
ganglio supraesofagico por medio de los nervios dpticos, de esta forma, el ganglio contribuye en
la integracion de los ritmos circadianos (Aréchiga, 1992). Barrera-Mena (1976), observd que el
ritimo de respuesta retiniana en el acocil estaba presente aun después de haber sido aislado el
ganglio supraesofdgico. |

Se sugieren dos posibles rutas para la sincronizacion del ritmo retinal. Existe una ruta
hormonal en el animal intacto, desde el momento en que ambos pigmentos blindantes son
sensibles a agentes como la DPLH , RPCH (hormona concentradora del pigmento rojo) y 5-HT (5-

hidroxitriptamina), Una segunda posibilidad de ruta es un acoplamiento axonal, esto se apoya en
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evidencias como la presencia de axones que corren de un lado del ganglio supraesofégico al otro,
fibras eferentes en el nervio dptico y fibras eferentes que llegan a la retina y hacen contacto con
los axones de los fotorreceptores. Algunos de estos axones reaccionan a serotonina (Aréchiga ef
al., 1990). | |

Sandeman ef al. (1990), han propuesto a la serotonina como un posible modulador de los
procesos ritmicos en el acocil Cherax destructor. Frixione y Herndndez (1989) han comprobado
una accion moduladora de la serotonina sobre la posicion del pigmento proximal del ojo aislado
del acocil adulto. Aréchiga ef al. (1990) han propuesto que la serotonina aumenta la respuesta de
los fotorreceptores retinianos a la luz durante la fase nocturna del ritmocircadiano de la retina
de acocil, debido a que este neuromodulador favorece 1a retraccion del pigmento proximal, Estos
autores reportaron también un efecto directo de esta amina sobre la conductancia de 1a
membrana encontrando un conjunto de axones inmunorreactivos a 5-HT en la ldmina
ganglionaris. ganglio supraesofagico aun se desconocen. Sandeman y Sandeman (1990)
reportan que en el ganglio cerebroide del acocil Cherax destructor 1a primera expresion de
neuronas serotonérgicas se presenta entre el 75 y 80% del desarrollo.

Lo anterior hace necesario un estudio tanto histomorfométrico como inmunocitoquimico,
a través de las primeras etapas del desarrollo del acocil Procambarus clarkii para poder
establecer si hay un momento en el cual la maduracion neural pudiera coincidir con los cambios

en las caracteristicas fisiologicas de los ritmos sensores mencionados anteriormente.
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V1. HIPOTESIS
Sila apariciénv de neuronas inmunorreactivas a serotonina en estados tempranos del

desarrollo se presenta en Procambarus clarkii de la misma forma que ha sido reportado para
Cherax destructor, es muy posible que la serotonina juegue un papel muy importante como
modulador en el desarrollo de los sistemas neurales del acocil, lo cual podria estar relacionado
con la maduracion de los procesos fisioldgicos involucrados en la expresion del ritmo circadiano

de ERG.



VII. OBJETIVO
Determinar posibles cambios en el grado de inmunorreactividad a la serotonina en

estructuras relacionadas en la expresion del ritmo ERG durante las primeras ectapas

postembrionarias asi como en los animales juveniles y adultos del acocil Procambarus clarkii.
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VIII. MATERIAL Y METODO

1. MONTAJE DE ACUARIOS.

Los acuarios en los que se encontraban los animales para experimentacion median 70 x

40 x 33 cm, contaron con un filtro biolégico, formado por una placa de acrilico con dos orificios

_(en esquinas opuestas), en los que se coloc un tubo y una manguera para la aireacion de los

mismos, ademas toda la placa presentaba pequeios orificios a cada 2.5 cm. Toda la placa se
cubridé con grava, la cual fue lavada previamente y posteriormente se colocd una capa de arena
fina lavada y tamizada. Como fuente de carbonato de calcio para los organismos se utilizaron
trozos de coral (Fig. 5). El fotoperiodo bajo el cual estuvieron expuestos los animales fue 12:12
(doce horas luz, doce horas oscuridad). La temperatura del agua en los acuarios fue de 22.5°C +
0.5°C.

Los animales se alimentaron dos veces a la semana con verduras cocidas y una vez a la

semana con filete de pescado crudo y desmenuzado.
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Fig. Esquema de los acuarios utilizados durante el

B) Capa do grava,

D) Tubo de aeracion
F) Limpara

experimento.

A) Capa de acrilico,
C) Capadearena,
E) Mangers y
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2, EXTRACCION Y TRATAMIENTO DE GANGLIO CEREBROIDE Y LOBULOS OPTICOS

Se utilizaron un total de 20 animales de la especie Procambarus clarkij, en la signiente
proporcion: 5 del estadio postembrionario I (POI), 5 del estadio postcmbrionario 1 (PO, 5

juveniles y 5 adultos.

Todos los animales fueron anestesiados con frio (introduciéndolos en el refrigerador) a la
misma hora del dia. Los de la etapa POI fueron manipulados en forma completa, los POII fueron
despojados del cefalotérax unicamente, mientras que en los juveniles y adultos se disecd el
ganglio cerebroide y los tallos oculares (Fig. 6). Los 0jos de los animales juveniles y adultos fueron
pelados, elimindndose de esta forma la capa quitinosa que los recubre (para poder realizar los
cortes).

En todos los estadios la fijacion se llevo a cabo con formaldehido al 10% durantc 12 horas,
posteriormente se deshidrataron en alcoholes graduales con los siguientes tiempos: 50% 24
horas, 70% 24 horas, 96% 12 horas y 100% 12 horas, aclardndose el tejido en xileno por 30
minutos e incluyéndose en paraplast (Oxford Labware) durante 12 horas dentro de una estufa a
59°C para ser incluido en un bloque al final de este tiempo. ,

Con un microtomo (American Optical modelo 820) se realizaron cortes longitudinald de
4 mm de espe espesor. Los cortes se desparafinaron en xileno por 25 minutos y se prosiguié a

rehidratarlos en alcoholes graduales: 100% 10 minutos, 96% 10 min., 70% 8 min. y 50% 5 min.

para llegar finalmente a agua destilada.



Fig.6 Esquema de la region anterior de un acocil donde se

‘muestra la posicién del ganglio cerebroide y los
pedunculos oculares.

( Redibyjado de Holdich, 1988. )




10.3. TECNICA DE INMUNOCITOQUIMICA.

Las laminillas fueron colocadas en una camara hiimeda a temperatura ambiente, en

donde se trataron de la siguiente manera: (*1) bloqueador de proteinas por 30 minutos, se

" incubaron con un anticuerpo policlonal primario antiserotonina (Bio Genex) (1:80) durante 30

min. (*1), posteriormente con un anticuerpo secundario de IgG de conejo marcado con
estreptavidina (Multilink) durante 20 min, (*1), con una fosfatasa alcalina biotinilada por 20
min. (*1), se prosiguié a revelar la reaccion con un cromdgeno (Rojé rdpido) con Levamisole
(para evitar la reaccion de fondo) en 40 min. aproximadamente (*1), Para contrastar la reaccion
sigui6 un bafto de hematoxilina de Mayer de 5 min. Después se sacaron de la cimara hiimeda y

se lavaron con agua corriente, prosiguiendo a esto un bafio con agua amoniacal de 10 segundos, -

- se colocaron posteriormente en agua de la llave, se limpiaron y se montaron en un medio acuoso

(Vikel).
Las preparaciones fueron observadas para su andlisis en un microscopio dptico
(Labophot-2 Nikon), detectando las zonas en donde se presentd una reaccion positi\?a al

anticuerpo contra serotonina. Las microfotografias fueron tomadas con una cdmara de 35 mm

(FX-35 DX Nikon).

NOTA (*1) Todas las preparaciones fueron lavadas en buffer PBS a pH 7.6 de 5 a 10

minutos.
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IX.  RESULTADOS

1. ETAPA POSTEMBRIONARIA I (POI)

En los cortes histoldgicos se encontrd que en la forma POI ya se puede observar un gran
desarrollo de los 16bulos dpticos del acocil y un cierto desarrollo del cerebro (Fig. 7). En esta
forma, los ojos sésiles y los dos Iobulos Opticos parecen estar unidos por la parte central. La
longitud del tallo ocular en su eje proximal es muy corto en comparacion con los otros estadios.
La superficie distal estd ligeramente redondeada. En la figura 8, se puede observar la retina en
pleno desarrollo (células en prbliferacién), detrds de la cual pueden observarse cuatro
neurdpilos. En primer lugar, inmediatamente por detrds de 1a retina esta la limina ganglionaris,
le siguen la médula externa, médula interna y la médula terminalis, -

Se puede observar cierta diferenciacion de las células en la retina posterior lo que origina
que las células del cono cristalino ocupen la mitad distal de la retina y se extiendan hacia los
rabdomeros que se encuentran localizados mds pmximélmente.

Los rabdomeros son largos y claramente visibles, se extienden hacia una clara membrana
basal que delimita a la retina. Por debajo de la retina posterior se localizan los axones de las
células retinulares que se extienden para formar la membrana basal subdividiendo el espacio
vascular y la lamina ganglionaris; por debajo de la capa superficial anterior se encuentra el
espacio vascular.

La formacion del pigmento accesorio proximal en las células retinulanjcs es muy
pronunciada en la region posterior de la retina. El citoplasma de las células retinulares que rodea
los rabddmeros esta lleno de pigmento el cual se extiende hacia los axones que atraviesan la
membrana basal. En esta zona se pudo localizar una fuerte inmunorreatividad en el citoplasma

de las células retinulares (granos fuertemente teiidos en rojo), asi como en el pigmento distal de
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Fig. 7.- Panordmica de I6bulos 6pticos y ganglio cerebroide.
Retina (R), Lamina Ganglionaris (LG), Médula Externa (ME),
Meédula Interna (MI), Médula Terminalis (MT) y Ganglio
Cerebroide (GC). Estadio POL. 100 X. I-H.
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Fig. 8.- Acercdmiento del I6bulo dptico con las diferentes
regiones que lo conforman. Retina (R), Limina Ganglionaris
(LG), Médula Externa (ME), Médula Interna (MI), Médula
Terminalis (MT). Estadio POI. 100 X. I-H.

-33.






las células que rodean al cono cristalino. En este estadio no existe una separacion clara entre el
pigmento proximal y el distal, lo cual hace suponer que atn no existe reflejo fotomotor (Fig. 9).

Posterior al espacio vascular s= observa una zona de gran proliferacion celular que va a
diferenciarse para formar la lamina ganglionaris donde se puede localizar una pequeiia region
sindptica que presenta una intensa inmunorreactividad. Algunos axones parecen descender
hacia la médula externa formando lo que podria ser el quiasma externo, Algunos de estos axones
también muestran inmunorreactividad,

La médula externa es pequefia y esta formada por glia y unas pocas células nerviosas en la
periferia, ademds de senos venosos. El quiasma interno no es muy claro pero hay una cierta
inmunorreactividad. Entre la médula externa y la interna lateralmente a la izquierda, se
encuentra el esbozo de la glindula del sinus fuertemente inmunorreactiva e iridiscente,
perifericamente a ella se observan senos venosos grandes que parecen llevar fibras de la médula
externa, Lateralmente a la gldndula del sinus se observa un grupo formado por dos grandes
~ neuronas rodeadas por neuronas pequenas. Estas neuronas se caracterizan por mostrar nvicleos
muy grandes y escaso citoplasma con granulaciones inmunom:activds.

La médula interna es muy grande con senos venosos grandes en la region ventral y
granulaciones inmunorreactivas a su alrededor,

Lateralmente a la derecha se observa un grupo de neuronas de gran tamano que
posiblemente sean las que van a formar el 6rgano X, sin embargo no parecen estar en
diferenciacion (Fig. 10), no se observa inmunorreactividad en estas células. La médula terminalis
comienza a aparecer y diferenciarse a pesar de que las neuronas parecen estar en etapa de
intensa proliferacion, sin observarse claramente los tractos opticos. Estos ultimos que son muy
cortos y delgados, presentan granulaciones inmunorreactivas a serotonina y células gliales.

El ganglio cerebroide que se encuentra atn en primordios y que parece estar envuelto -
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Fig. 9.- Amplificacion de las células retinulares (CR).
Estadio POL. 100 X. I-H.
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Fig. 10.- Organo-X (O-X). Estadio POL 400 X. I-H.
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por los I6bulos épticos, es pequefto comparandolo con los estadios juvenil y adulto, la mayoria de
las células que lo conforman son de tamafo mediano, pero destacan cuatro grandes neuronas

con una inmunorreactividad positiva, las cuales podrian corresponder a las descritas en Cherax
destructor por Sandeman (1990). Las granulaciones inmunorreactivas estuvieron presentes en el

ganglio, sobre todo en algunas regiones bien definidas (Fig. 11).
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Fig. 11.- Primordios de ganglio cerebroide (GC) y trdctos 6pticos (TO).
Estadio POL 400 X. I-H.
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2, ETAPA POII

Observamos claramente diferentes regiones que conforman a los I6bulos dpticos, tales
como la retina (cono cristalino y rabdomeros), limina ganglionaris, médula externa, médula
interna, médula terminalis y tracto dptico (Fig. 12).

La retina, el cono cristalino, la limina ganglionaris y la médula externa se observaron mas
grandes y mejor delimitadas unas de otras que en la etapa POI, mientras que la médula interna y
la terminalis no se han delimitado por completo.

Se observaron varias células del cono cristalino y tienen forma similar a un bastén con la
porcion anterior mds amplia, alrededor de estas se presentd una gran cantidad de granulaciones
positivas a serotonina, mientras que hacia la cérnea hay vesiculas redondas de tamafio regular
que presentaron afinidad por la hematoxilina (hemocitos granulosos) y algunas granulaciones.
Hacia la parte posferior del cono se encuentran células parecidas a las antes mencionadas pero
con citoplasma mas claro (hemocitos hialinos) (Fig. 13).

En este estado se observd, que al compararlo con el estado POI, hay un desplazamiento del
pigmento distal en direccion a la cornea y el pigmento proximal se desplaza hacia la membrana
basal. Las granulaciones inmunorreactivas en los dos pigmentos son evidentes. En la base de los
rabdomeros se observaron hemocitos granulosos afines a la hematoxilina.

En la limina ganglionaris y en las diferentes médulas se presentaron las mismas células
que en el cono y los rabdémeros (de tamanio regular y con afinidad a hematoxilina). Se encontré
inmunorreactividad positiva en los diferentes neurdpilos que en este caso son mds grandes que en

el POIL.

En esta etapa el tracto optico aiin es corto comparado con las etapas posteriores, se



'Fig. 12.~ Lobulo optico en el que se observa:
Retina (R), Limina Ganglionaris (LG), Médula Externa
(ME) y Médula Interna (MI). Estadio POII. 100 X. I-H.






Fig. 13.- Retina en la cual se observan las células del cono
cristalino (CC) y el reflejo fotomotor, pigmento proximal
(PP) y pigmento distal (PD).

Estadio POIIL 160 X. I-H.
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localizaron granulaciones positivas a serotonina asi como también células gliales a lo largo de él
(Fig. 14).

En el ganglio cerebroide (Fig. 15) no se detecté inmunorreactividad aparente durante esta
etapa, sin embargo, pueden distinguirse células de tamafio mediano y grﬁndes que presentan
algunas granulaciones inmunorreactivas. Estas iiltimas tal vez sean las mismas observadas en el

PO, y aquellas reportadas por Sandeman en 1990 para el acocil Cherax destructor.



Fig. 14.- Tracto dptico (TO).
Estadio POII 400 X. Contraste de Fases.
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Fig. 15.- Ganglio cerebroide (GC) y tractos dpticos (TO).
Estadio POIL 100 X I-H.
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-~ 3.JUVENIL (D)

En este estadio debido a que el ojo tuvo que ser despojado de la quitina para procesarlo, la
retina no se observa. Sin embargo, se pudieron identificar en los diferentes cortes omatidias
incompletas, restos de células pigmentarias y retinulares, en estas ultimas se encontrd
inmunorreatividad asi como en las regiones laterales de las células pigmentarias. Se observo
claramente la membrana basal, por debajo de la cual se localiza la limina ganglionaris mis
grande y diferenciada que en el estadio POII. Solo se observan unas pocas células en las regiones
laterales y una enorme cantidad de fibras y senos venosos con inmunorreaccién. Delimitando al
neurdpilo se encuentran células pequefas en las cuales también se observé gran
inmunorreactividad en el citoplasma (Fig. 16).

La médula externa present6 un neurdpilo con una alta densidad de fibras, senos venosos,
algunos hemocitos granulosos y con pocas neuronas en comparacion con la limina ganglionaris
y granulaciones inmunorreactivas. En la periferia se observaron escasas células con poca
inmunorreactividad. El tamano de éstas neuronas es pequefio pudiéndose observar granulaciones
en sus axones. En la médula interna se observo un neurdpilo desarrollado en cuanto a su tamafio
y forma, en el cual se encuentran neuronas de tamafio pequerio en el limite de ella asi como en la
médula terminalis. En el citoplasma de estas células se pueden localizar numerosas granulaciones
inmunorreactivas de diferente didmetro (Fig. 17). |

Entre la médula externa y la interna se localizd la gldndula del sinus con las mismas
caracteristicas pero con diferente tamafio que en el estadio POII y perfectamente delimitada. Esta

-formada por terminaciones nerviosas que forman una red en donde se localizan gran cantidad

- de senos venosos con granulaciones inmunorreactivas y algunas de ellas con hemocitos



Fig. 16.- Retina (R) y lamina ganglionaris (LG).
Estadio J1. 100 X. I-H.
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Fig. 17.- Lobulo 6ptico en el que se observan:

Retina (R), LAmina Ganglionaris (LG), Médula Externa
(ME) y Médula Interna (MI).

Estadio J1. 100 X. I-H.






granulosos en su interior. Periféricamente se localizaronneuronas de tipo Il (Shivers, 1967) (Fig.
18).

Asociado a la médula terminal se observé al érgano-X, formado por un grupo de
neuronas grandes que al parecer pertenecen a las células neurosecretoras tipo I (Shivers, 1967),
los axones de estas células posiblemente se continuen hacia el neurdpilo de la médula terminalis,
la cual se caracteriza por presentar una forma piramidal truncada invertida. El neurépilo esta
formado por un gran numero de fibras, terminales nerviosas y células gliales ademds de una gran
cantidad de senos venosos con hemocitos. |

El neurdpilo esta formado por una gran cantidad de fibras entre las cuales se pueden
observar engrosamientos y terminaciones sindpticas llenos de granulaciones inmunorreactivas.
En los axones del tracto nervioso que sale para formar el nervio dptico se presentan claras
granulaciones. En este tracto se observo perfectamente un haz de fibras procedentes del 6rgano-
X. Lateralmente a la médula y del lado izquierdo del campo hay un conjunto de neuronas tipo II
con citoplasma claro y granulaciones inmunorreactivas en las prolongaciones del axén.

Al final de la médula se pudo observar como se forma el tracto éptico que termina en el
protocerebro, Este se encuentra ya bien desarrollado a diferencia de los estadios POl y POIl, en él
s¢ localizan una gran cantidad de senos venosos y numerosas células gliales. La
inmunorreactividad se detectd a todo lo largo del tracto (Fig. 19).

Al comparar el ganglio cerebroide del juvenil con el de los dos estadios anteriores, se
encontrod que pueden detectarse claramente dos de las zonas que lo conforman, éstas son el
protocerebro y el deutocerebro, mientras que el tritocerebro no puede distinguirse con certeza de
acuerdo con el nivel del corte. Sin embargo, de la zona que corresponderia al tritocerebro, ya se

desprenden los conectivos circumesofdgicos que conectan al ganglio cerebroide con el resto de
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Fig. 18.- Gldndula del Sinus (GS).
EstadioJI. 100 X. I-H.

Fig. 19.- Tracto dptico (TO), en el que se observan
niicleos de glia.

Estadio JI. 100 X. I-H.
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los ganglios corporales (Flg 20).

En la region del protocerebro medial, se distinguen numerosos senos venosos y dos tipos
de células principalmente (estas células corresponderian al paquete celular anteromedial), unas
con un nicleo de tamafio mediano y con una cantidad de citoplasma proporcional al nicleo, y
otras de mayor tamafio mostrando un nucleo grande y gran cantidad de citoplasm@ (Fig. 21),

| Por debajo de estas células, en la parte media, se localizd una zona que tiene una forma
alargada y que posiblemente corresponda al cuerpo central. Las granulaciones inmunorreactivas
se observaron en todo el neurdpilo, pero especialmente alrededor de los senos venosos, algunas
granulaciones se detectaron sobre el citoplasma de algunas células del paquete anteromedial.

En el deutocerebro se distinguen los neurdpilos correspondientes a los I6bulos olfatorios y
accesorio_s, observandose asi mismo los paquetes celulares dorsales, lo@ paquetes de los I6bulos

olfatorios y los paquetes laterales posteriores. La inmunorreactividad se presentd principalmente

en los neuropilos (Fig. 20).
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Fig. 20.- Tracto éptico (TO), ganglio cerebroide en el que se
observa protocerebro (PC), deutocerebro (DC) y
tritocerebro (TC) y conectivos circumesofagicos (CC).
Estadio JI. 40 X. I-H.
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Fig. 21.- Protocerebro medial, en el que se observa el paquete de células
anteromedial (AM), gran cantidad de senos venosos y nticleos de glia.
Estadio JI. 200 X. I-H.
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4. ADULTO.

El pedinculo ocular esta bien desarmllado; pudiéndose diferenciar cada una de sus
estructuras como lo son la retina, limina ganglionaris, médula externa, interna y terminalis,
organo-X y glindula del sinus, en la parte lateral de las médulas se encuentran células afines a
hematoxilina,

En el caso de los adultos no se pudieron observar la cornea y la retina, debido a la
supresion de la quitina para poder procesar los cortes, por lo que tampoco se vieron las células
del cono cristalino ni los rabdémeros. La parte que quedd de las células retinulares fueron los
largos axones que presentan gran inmunorreactividad a serotonina, entre ellos, se encuentran
células con grandes niicleos, aunque en algunas de estas no es posible verlas debido al nivel del
corte, asi como también se detectaron hemocitos, tifliéndose claramente con hematoxilina.

Hacia la parte inferior de estos axones, se encuentra la ldmina ganglionaris bien
diferenciadé, con un neurdpilo conformado de pocas fibras en comparacion con la cantidad de
fibras de los neurdpilos de las diferentes médulas, pero presentan gran cantidad de granulaciones
inmunorreactivas a serotonina y abundantes cuerpos celulares. De esta ldmina salen fibras que se
dirigen hacia la médula externa formando lo que al parecer es el quiasma externo, y que también
resultd positiva a serotonina (Fig, 22).

El neurdpilo de la médula externa es grande, de forma arrifionada y con cuerpos celulares
no tan numerosos como en la ldmina ganglionaris, en algunas de estas células se observa el
niicleo claramente y en otras no debido al nivel del corte y se encuentran granulaciones inmunes
a serotonina. Hacia abajo de ésta se localiza 1a médula interna, la cual debido a sus caracteristicas

de forma, posicion y tamaiio estd bien desarrollada con un neurépilo que presenta gran
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Fig. 22.- Axones de células retinulares (ACR), ldmina
ganglionaris (LC) y médula externa (ME).
Estadio Adulto. 40 X. I-H.






inmunorreactividad, en él observamos gran cantidad de senos venosos asi como células con un
gran nticleo y hemocitos (afines a hematoxilina) (Fig. 23).

Entre las médulas externa e interna, hacia la parte externa se encuentra la glindula del
sinus (Fig. 24).

Por lilﬁrﬁo se puede observar la médula terminalis (Fig. 25) cuyo neurdpilo muestra gran
cantidad de granulaciones inmunorreactivas entre las fibras, ademads tiene grandes células que
podrian pertenecer a las células neurosecretoras de tipo Il descritas por Shivers (1967) asi como

hemocitos. A un costado se localiza un conjunto de grandes células neurosecretoras de tipo |
(Shivers, 1967), de niicleo bien definido que forman el érgano-X, el cual es de foma oval y
alargado, su afinidad es por la hematoxilina (Fig. 26).

| También puede observarse el cuerpo hemielipsoidal, su neurdpilo es redondo y su tamafio
~ es similar al de la médula externa, presenta inmunomﬁﬂdad a serotonina en las fibras que lo
conforman, alrededor se encuentran células (neuronas y células gliales) afines a hematoxilina,
hay también senos venosos. A un costado se localiza un agrupamiento alargado de células (Fig.
27).

De la médula terminalis se desprenden fibras que van a formar al tracto éptico, el cual es
muy largo y ancho, presenta células gliales y granulaciones inmunorreactivas en toda su
longitud.

El ganglio cerebroide esta bien desarrollado en lo que respecta a sus diferentes I6bulos y
conectivos. En la region del protocerebro medio se puede distinguir lo que corresponderia al
paquete celular antenbmedial, del cual algunas células son muy grandes con nuicleos también
grandes y con afinidad a hematoxilina y algunos pigmentos inmunorreactivos a serotonina,

posiblemente sean las descritas por Sandeman en Cherax destructor(1988). Se puede distinguir
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Fig. 23.- Médula externa (ME) y médula interna (MI).
Estadio Adulto. 40 X. I-H.
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Fig. 24.- Gldndula del Sinus (GS).
Estadio Adulto, 100 X. I-H.
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Fig. 25.- Médula terminalis (MT) y tracto éptico (TO).
Estadio Adulto. 40 X. I-H.
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Fig. 26.- Organo-X (O-X).
Estadio Adulto. 200 X. I-H.

Fig. 27.- Cuerpo hemielipsoidal (HE).
Estadio Adulto. 100 X. I-H.
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una region en forma de "ojal' que posiblemente corresponda al cuerpo central, las fibras
localizadas en esta zona presentan inmunorreactividad a serotonina (Fig. 28).

Las regiones neuropilares que estdin mejor definidas son las del deutocerebro, y
corresponden a los Iébulos olfatorio y accesorio, en las cuales se observaron granulaciones
inmorreactivas a serotonina, En ciertas regiones se encuentran grandes ciimulos de células afines
a hematoxilina y con algunos pigmentos positivos a serotonina y son al parecer los paquetes
dorso-lateral y del 16bulo olfatorio (Fig. 29).

En el tritocerebro no pudieron observarse regiones bien definidas, sin embargo las fibras
que se encuentran en esta zona presentah inmunorreactividad positiva a serotonina.

En los conectivos circumesbfégicos, bien desarrollados, también hay granulaciones
inmunorreactivas en las fibras, ademds de haber células de tamafio regular y células gliales que

fueron afines a hematoxilina.



Fig. 28.- Protocerebro medial paquete de células anteromedial.
Estadio Adulto. 250 X. I-H.

Fig. 29.- Ganglio cerebroide en el que se observa protocerebro
(PC), deutocerebro (DC) y tritocerebro (TC).
Estadio Adulto. 40 X. I-H.
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X. DISCUSION.

En los resultados de esta tesis, las observaciones realizadas en él acocil Procambarus
clarhi; muestran una inmunorreactividad positiva a la serotonina tanto en los Iébulos dpticos
como en el ganglio cerebroide desde el primer estadio postembrionario hasta la etapa adulta. Esto
concuerda con lo reportado por Sandeman y Sandeman (1990) en el estudio sobre el desarrollo
del acocil Cherax destructor. Estos autores han reportado que la primera expresion de neuronas
serotonérgicas se presenta durante los primeros tres estadios postembrionarios del desarrollo.
También en la langosta Homarus gammarus se encontrd que las primeras frazas de
inmunorreactividad a serotonina en el protocerebro se presentaron desde los 17 dias de edad
(Helluy y Beltz, 1990).

En este trabajo, en la etapa PO, las granulaciones inmunorreactivas se encontraron en
forma difusa en la retina, presentindose tanto en rabdomeros, células retinulares, en células
pigmentarias, estando principalmente a lo largo de las células retinulares, las cuales aparecen
fuertemente tefidas, asi como en los neurdpilos de la l4dmina ganglionaris y de las diferentes
médulas.

Estos hallazgos no parecen estar de acuerdo con lo reportado por Hernandez et al. (1987)
y Aréchiga ef al (1977), que reportan tnicamente serotonina en las células retinulares
(pigmento proximal). Lo anterior podria ser debido a que la serotonina estd actuando como una
neurohormona inductora del desarrollo de una forma indiferenciada sobre todas las estructuras,
como se¢ ha propuesto en otros organismos (Goldberg y Karter, 1989). En tanto que Aréchiga y
Hernandez lo reportan en el animal adulto en donde ya existe una diferenciacion neural.

En los primordios del ganglio cerebroide del primer estadio, resaltaron unas grandes
neuronas en las que no se pudo distinguir el nicleo con claridad, lo cual podria deberse al nivel

en que fueron hechos los cortes, éstas al igual que el resto de las células presentan granulaciones
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inmunorreactivas, y parecen corresponder a las neuronas protocerebrales reportadas por
Sandeman. En los cortos tractos dpticos también se detectd inmunorreactividad. Sin embargo, a
pesar de que en este trabajo no se llevd a cabo un estudio cuantitativo de la misma, se observd
mas reaccidnen la vegnén maés cercana a los l6bulos dpticos.

En el POII, a diferencia del POI se distinguio claramente la separacion de los pigmentos
distal y proximal, el primero se desplazo hacia la region superior de la retina mientras que el
segundo tuvo un desplazamiento hacia la membrana basal, esto parece indicar que en esta etapa
ya se presenta el reflejo de adaptacion a la oscuridad (reflejo fotomotor), Lo anterior concuerda
con lo reportado pdr Hafner en 1982 en estudios morfolégicos del desarrollo de la retina del
acocil, Este autor describio el reflejo fotomotor a partir del estadio POII.

En los diferentes neurdpilos de la lamina y médulas se presentd reaccion al anticuerpo
contra serotonina. En el ganglio cerebroide, atin no bien formado, se localizaron también unas
neuronas de gran tamafo y niicleo conspicuo en las que se distinguiemn muy pocas
granulaciones inmunorreactivas, La inmunorreactividad fue muy evidente en zonas especificas
en los tractés Opticos. Lo anterior parece apoyar la posibilidad de que la serotonina se encuentre
como un neurotransmisor en el sistema nervioso de este animal desde las primeras etapas del
.desarrollo postembrionario como lo ha propuesto Sandeman para Cherax destructoradulto.

En los estados juvenil y adulto a diferencia de los dos estadios anteriores, al quitar la
quitina de los ojos también se desprendié la mayoria de la retina, debido a lo cual no pudieron
observarse claramente las estructuras que la forman sino nicamente los axones de las células
retinulares, ¢stos mostraron una inmunorreactividad positiva.

Los diferentes autores que han estudiado una posible accién de la serotonina en el ritmo
de sensibilidad a la luz (ERG), no han reportado serotonina en los axones de células retinulares
(Aréchiga et al. y Herndndez ef al). Esta monoamina se ha ‘mportado como un posible
weuromodulador que actue sobre el pigmento proximal (dentro de las células retinulares).



Nuestros hallazgos parecen apoyar no solo la idea de una neuromodulacion sino también
neurotransmision especifica.

- A lo largo de los 16bulos dpticos de ambas etapas, la inmunorreactividad se localizo en los
neurépilos de la ldmina y las médulas, asi como también en las terminaciones nerviosas de la
glandula sinusal, En el rgano-X, las granulaciones estuvieron ausentes. El tracto éptico presentd
granulaciones inmunorieactivas.

En el ganglid cerebroide ya diferenciado del animal adulto, la inmunorreactividad se
detectd principalmente en la zona neuropilar, algunas de las células correspondientes al paquete
anteromedial (Sandeman ef al, 1988) presentaron granulos inmunorreactivos. También en los
conectivos circumesofdgicos la inmunorreactividad fue positiva,

Por otra parte, no se encontraron diferencias imporiantes entre el estadio juvenil y el
adulto a pesar del mayor tamario de las estructuras en el animal adulto.

Todo lo anterior podria indicar que el grado de diferenciacion del sistema serotonérgico
durante el desarrollo estuviera jugando un papel tan importante en la expresién del ritmo ERG,
como la diferenciacion del reflejo fotomotor . El érgano-X, formado por las neuronas
responsables de las neurosecreciones involucradas en el reflejo de adaptacion a la luz (hormona
concentradora del pigmento distal) (Klenholz, 1961), no mostré en ninguna de las etapas del
desarrollo inmunorreactividad a la serotonina, lo cual parece indicar que la accién de la misma
sobre ¢l reflejo de adaptacion a la luz se limita a su accién sobre él pigmento proximal,
probableniente via axones y no a través de la liberacion neurohumoral desde la glindula sinﬁsal
para actuar sobre el pigmento distal. La procedencia de esta serotonina podria encontrarse en

neuronas de la lamina o de alguna de las médulas que si mostraron inmunorreactividad positiva.
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XI. CONCLUSIONES

1. ETAPA POI

- Las estructuras de los Iébulos dpticos se encuentran comprimidas y presentan un leve giro a la

region lateral. Los tractos Opticos son muy cortos.

- El ganglio cerebroide estd poco desarrollado, sin embargo se distinguen algunas neuronas de

gran tamafio en la posicion anterior y estd rodeado por los l6bulos dpticos.

- La inmunorreactividad a serotonina se presenta tanto en los I6bulos dpticos como en el ganglio
* cerebroide.

- No se observa el reflejo fotomotor.

2.ETAPA POII

- Los l6bulos Opticos son similares a los del POI, pero presentan una posicion mas anterodorsgl
con respecto al cuerpo. Los tractos dpticos son cortos.

- El ganglio cerebroide es de mayor tamafio que en el POI, sin embargo atin no se distinguen las
tres regiones que lo conforman (proto, deuto y tritocerebro).

- Los l6bulos dpticos y el ganglio cerebroide presentan reaccién positiva a la serotonina.

- El reflejo fotomotor se presenta.

3. ETAPA JUVENIL
- Los 1obulos dpticos estan en una posicion anterodorsal con respecto al cuerpo, estan separados

por el rostro y son pedunculados. Las diferentes regiones que los forman se distinguen

claramente. Los tractos dpticos son largos.
- El ganglio cerebroide tiene un mayor tamafo que en los estadios anteriores y se encuentra

diferenciado en las tres regiones que lo forman, distinguiéndose los diferentes 16bulos y paquetes
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celulares. De la médula terminalis se desprenden los tractos pticos, claramente visibles.
- La inmunorreactividad fue positiva en los 16bulos 6pticos, en las fibras de los tractos dpticos, en

el ganglio cerebroide y en los conectivos circumesofigico.

4. ETAPA ADULTA
- No hay gran diferencia con el estadio anterior, las estructuras tanto de los lobulos dpticos,
tractos, ganglio cerebroide yconectivos en general son mds grandes y alargadas.

- La inmunorreactividad presenta el mismo patrén que en el juvenil,

5. La serotonina parece actuar tanto como neuromodulador como neurotransmisor a través del

desarrollo postembrionario del acocil Procambarus clarkii,
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