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RESUMEN.

Una variedad de funciones fisiologicas en los crustaceos decapodos son regulados por
productos de neurosecrecion, sintetizados por el organo X, los que son almacenados y

liberados por la glandula sinusal, localizada en el pedunculo ocular.

En este estudio se describe la estructura del pedinculo ocular donde se localiza el complejo
organo X- glandula sinusal, asi como la ultraestructura de esta ultima. La glandula sinusal es
el principal centro de control neuroendocrino en estos organismos. Es un organo
neurohémico formado por terminales axonicas sumamente ramificadas y engrosadas por su
alto contenido de granulos de neurosecrecion. Como resultado del andlisis ultraestructural
fue posible reconocer cuatro tipos diferentes de granulos limitados por una membrana
simple. Los granulos parecen ser una entidades definidas que varian en tamaiio, forma y

densidad electronica.

Se trabajo con tres especies de camarones peneidos: Penaens schmitti, Penaeus setiferus y
Penaeus duorarum. Se usaron técnicas de microscopia optica y electronica convencional,
para el analisis de los somas de las células neurosecretoras que se encuentran en la zona de
la médula terminal y que se denomina 6rgano X u organo de Hanstrom.

Se realizaron los analisis cuantitativos a partir de imagenes grabadas, adquiridas y
procesadas con una tarjeta anilogo-digital. Se aplicaron pruebas estadisticas para interpretar

los resultados y se compara lo obtenido con lo encontrado en otros grupos de decapodos.



INTRODUCCION:

Dentro de los artropodos, los decapodos constituyen el mayor y mas diverso orden de
malacostracos. Existen aproximadamente 10,000 especies que habitan en ambientes marinos,

de agua dulce y terrestres.

Dentro de los mismos, los camarones peneidos son animales en su mayoria de aguas marinas
y salobres, que se encuentran tanto en aguas de mediana y gran profundidad, en regiones

tropicales, subtropicales y templadas. Existen alrededor de 200 a 300 especies .
La clasificacion sistematica es como sigue (Pérez-Farfante,1969; Bliss,1982):

Clase: Malacostraca (Latreille, 1806)
Subclase: Eumalacostraca (Grobbin, 1892)
Superorden: Eucarida (Caiman, 1904)
Orden: Decapoda (Latreille, 1803)
Suborden: Dendrobranchiata (Bate, 1888)
Superfamilia: Penaeoidea (Rafinesque, 1815)
Familia: Penaeidae (Rafinesque, 1815)

Género: Penaeus (Burkenroad,1931)

Tanto en cordados como en otros fila, el sistema endocrino actiia coordinando la actividad
de varios tejidos y érganos, interviniendo asi en procesos vitales como la reproduccion, el
crecimiento y la conducta. En los crusticeos, dicho sistema esta formado tanto por
elementos de origen epitelial como neuronal. Entre los primeros tenemos un par de organos
Y, situados en la cabeza del animal (analogos a las glandulas protoracicas de insectos), y un
par de glandulas androgénicas situadas en la vecindad de los conductos espermaticos en los
machos. En el segundo grupo se encuentran las células neurosecretoras, que son muy
parecidas a neuronas tipicas pero se caracterizan por presentar evidencias de neurosecrecion

ensu citoplasma y sus terminales axonicas son muy ramificadas, presentandose alrededor de



1000 ramificaciones por axon dando la apariencia de un racimo de uvas. Esas terminales se
agrupan en la proximidad de vasos sanguineos, formando organos neurohémicos, que en
crustaceos estan representados por los Organos postcomisurales, situados detras de la
comisura tritocerebral; los pericardiacos en la vecindad del corazon y el organo neurohémico
principal: la glandula sinusal, descrita por primera vez por Hanstrém (1931), que se ubica en
el pedunculo ocular, y en ella se almacenan las secreciones provenientes de las células
neurosecretoras del organo X, de los ganglios opticos y del ganglio cerebroide (Coro y
Otazo,1982),

Muchas de estas células estan dentro de la médula terminal y son llamados organos-X.
Segun Highnam y Hill (1977), existen como minimo cuatro drganos X, que se localizan en
diferentes segmentos de los ganglios opticos. Otro grupo de células neurosecretoras en el
ganglio cerebroide envian sus axones hacia la glandula sinusal. Diferentes terminales
axonicas son encontradas en la misma glandula, las cuales difieren en dimensiones y
contenido de los granulos de neurosecrecion que representan diferentes hormonas. Los
organos post-comisurales son inervados por células neurosecretoras del tritocerebro, y los

organos pericardiacos al menos por siete grupos de células en los ganglios toracicos.

La explotacion del camaron se lleva a cabo en gran parte de los mares tropicales sobre un
namero considerable de especies, lo que se evidencia en una disminucion de la produccion
por pesca excesiva de los animales, principalmente de los pertenecientes a la familia
Penacidae. Dentro de esta familia, las del género Penaeus resultan los mas importantes
desde el punto de vista comercial. Es un recurso muy preciado a nivel mundial que presenta
gran demanda internacional, la cual no se satisface totalmente en la actualidad.

La alternativa para aumentar la produccion de camaron es la camaronicultura, la cual posee
gran potencial y ya se desarrolla en varias partes del mundo, especialmente en América

Latina y la region Indopacifica.



Por lo anterior, el conocimiento de los principales aspectos biologicos de los camarones, con
el fin de ofrecer vias de manejo adecuadas para garantizar una eficiente explotacion,

constituye un factor importante para el progreso de la camaronicultura,

Se desarrollan desde hace varios aflos, estudios relacionados con su cultivo, jugando un
papel de importancia el crecimiento y los estudios que establecen ciclos de muda para
obtener individuos que alcancen en poco tiempo la talla adecuada. Sin embargo, los estudios
dirigidos a localizar, describir morfolégicamente la estructura y la ultraestructura del centro

rector de todas las funciones elementales de estos animales, no se abordan con regularidad.

Por otra parte, la manipulacion de las funciones endocrinas, basada en la ablacion unilateral
del pedinculo ocular de las hembras, se utiliza como método de induccion de la maduracion,
que depende de una serie de factores tanto externos como internos en el animal. Ya desde
1943, Panouse (citado por Charniaux y Payen,1988), demostraron que eliminando los
pedunculos oculares de las hembras de Palaemon serraius durante la estacion de
quiescencia, ocurre un rapido incremento en el tamafio del ovario y una precoz deposicion
de los huevos. No obstante, se producen una serie de alteraciones en gran nimero de
procesos metabolicos en los que participan los neuropéptidos presentes en la glandula
sinusal. Por ello, ain cuando se utiliza el método de ablacion del pedinculo ocular, se
trabaja actualmente en funcion de encontrar vias que afecten lo menos posible los
mecanismos fisiologicos del organismo. Tal es el caso de la busqueda de bloqueadores de los
sitios receptores de las hormonas, la busqueda de la hormona estimuladora de las gonadas y
la aplicacion de anticuerpos que bloqueen la accion de las hormonas inhibidoras contenidas

en la glandula sinusal.

El principal centro endocrino en los crustaceos es el sistema organo X-glandula sinusal,
situado en el tallo o pedinculo ocular. Probablemente sea homoélogo del sistema ganglio

cerebroide-corpus cardiacum de los insectos.



En el complejo érgano X de la médula terminal, ubicado en el pedunculo ocular, se
sintetizan una variedad de hormonas peptidicas que intervienen y controlan procesos

fisiologicos de estos animales.



OBJETIVOS:

Los objetivos del presente trabajo se dirigen al conocimiento de las bases morfologicas de
los elementos constituyentes del pedinculo ocular en camarones peneidos. Se hace énfasis
en el estudio ultraestructural de la glandula sinusal contenida en el mismo y en relacionar los
resultados morfologicos con las hormonas contenidas en la glandula sinusal y que, de hecho,
intervienen en una serie de procesos como en el comportamiento reproductivo y el
crecimiento, entre otros. Asimismo apoyarian los estudios de posible aplicacion practica que

se realizaran a posteriori.

Por lo anterior se pretende:

-Localizar la glandula sinusal dentro del pedinculo ocular en camarones peneidos, que

habitan zonas de las costas de Cuba y de México.

-Caracterizar estructural y ultraestructuralmente los elementos tisulares que constituyen el
sistema de la glandula sinusal, utilizando métodos de procesamiento de microscopia Optica y

electronica,



REVISION BIBLIOGRAFICA:

ESTRUCTURA DEL PEDUNCULO OCULAR EN CRUSTACEOS:

Con el uso de técnicas de microscopia optica, se ha descrito la estructura del pedinculo

ocular en algunos grupos de crustaceos.

En algunos camarones peneidos, se describe el pedunculo o tallo ocular, en cortes
longitudinales desde la region distal hasta la proximal. Primero se presenta la cuticula.
Enseguida se localiza la retina, constituida por miles de unidades llamadas omatidios los
cuales se estructuran en tres partes: el aparato didptrico, el aparato fotosensible y el aparato
aislante. Toda esta estructura permite denominar a este 0jo como compuesto.

El aparato dioptrico se halla constituido por el tracto cristalino. El aparato fotosensible lo
ocupan las células retinulares y los rabdomeros, mientras que el aparato aislante esta
formado por los pigmentos aislantes, agrupados en granulos localizados en estructuras
como son las células pigmentadas especiales, las células fotoreceptoras, la membrana basal y
el espacio extracelular. Las células pigmentadas especializadas se encuentran rodeando al
cono cristalino y a la retinula de cada omatidio (Coro y Otazo,1982; Bell y Ligthner,1988).

La membrana basal separa a la retina de la region ganglionar.

Segin Van Herp y col.(1977), en un estudio realizado en el camaron Palaemon serratus, el
e¢je central del pedunculo ocular consiste en ganglios Opticos encerrados por una fina
cubierta de tejido conectivo, apareciendo primeramente la lamina ganglionar, justo debajo de
la retina y que se conecta por bandas de axones a la primera de las tres médulas; la médula
externa, la cual estd seguida por la médula interna, y ésta por la médula terminal, que es la

mas grande.



En Penaeus japonicus, Nakamura (1988), menciona que los ganglios Opticos estan
localizados en el centro del ojo. Desde la posicion distal a la proximal, se encuentra la lamina
ganglionar, la médula externa, la interna, y la terminal. Los neuropilos -excepto los de la
médula terminal- muestran capas de diferentes tamafios. Se presentan grandes grupos de
células en la superficie de las médulas externa y terminal. En la region dorsal interna de la
porcion distal de la médula terminal, se encuentra el 6rgano X. Contrario a esta posicion, se

ubica la glandula sinusal en el espacio externo de esta médula.

El ojo en los camarones se integra a la region de la cabeza por el pedunculo ocular.

Segun Bell y Ligthner (1988) contiene tres ganglios: la médula terminal, la médula interna y
la médula externa. La porcion dioptrica de la retina esta compuesta de rabdomeros y
cuerpos celulares retinulares, los niicleos de las células retinulares, los tractos cristalinos, los

conos cristalinos y la cuticula.

Entre los omatidios y la médula externa se encuentra la lamina ganglionar. La glandula
sinusal se localiza entre la médula externa y la médula interna. Se encuentran dos regiones
con funcion secretora: el organo de Bellonci y el 6rgano X u organo de Hanstrom. En la
porcion dorsal de la médula externa y la interna se encuentran células globulares. Tanto en la
médula externa como en la médula interna, se pueden apreciar capilares, y bordeando
dorsalmente a ambas también aparecen las células globulares. En la médula terminal
aparecen lagunas y capilares, y las fibras procedentes de dicha médula forman el nervio

optico que se dirige hacia el ganglio cerebroide.

Las células neurosecretoras ubicadas en la region del 6rgano X dentro del tallo ocular, han
sido descritas en diferentes crustaceos (Highnam y Hill,1977). en el camaron Lysmata
seticaudata, el organo X consiste de células neurosecretoras en la médula terminal, con la
glandula sinusal como el principal rgano neurohémico. Ademas la glandula sinusal recibe
axones de células neurosecretoras del ganglio cerebroide y algunas células neurosecretoras

en la médula terminal que envian axones al poro sensorial (0rgano X) el cual, a pesar de



llamarse asi, es otro 6rgano neurohemal. Refieren estos autores, que en Palaemon serratus
existen dos areas de células neurosecretoras, llamadas organos X-ganglionares, una en la
médula terminal y una en la médula externa; ambas envian sus axones a la glandula sinusal

donde se juntan con axones neurosecretores provenientes del ganglio cerebroide.

El poro sensorial estdi ausente en esta especie, pero el drgano X del poro sensorial
permanece inervado por axones neurosecretores de la médula terminal. En el cangrejo
Gecarcinus lateralis, se sefalan que hay muchos organos X-ganglionares en la médula
terminal y en la médula interna con axones que terminan en la glandula sinusal junto con los

provenientes del ganglio cerebroide.

La localizacion de estructuras anatomicas dentro del pedinculo ocular en tres especies
diferentes de crustaceos, se muestra en las siguientes laminas; bt- representa los axones
neurosecretores desde el ganglio cerebroide terminando en la glandula sinusal, me,mi,mt:
representan las diferentes médulas: externa, interna y terminal, nsc-grupo de células
neurosecretoras; sg-glandula sinusal; sp-poro sensorial; 0-6rgano X, ver Laminas 1,2 y 3.
Tomado de Highnam y Hill (1977).

(a) (v <
Lysmata Palaemon Cﬂa(Ianul
telicaudala ferralug laternlis

1 2 3



La existencia en el pedinculo ocular de dos regiones con funcion secretora, el 6rgano de
Bellonci, también denominado organo del poro sensorial; 6rgano X de la pars distalis, y el
organo de Hanstrom, también denominado érgano X de la médula terminal.

El 6rgano de Hanstrom, se ubica cerca de la superficie ventral del ojo, opuesto al érgano de
Bellonci donde numerosos axones entran al mismo, algunos de los cuales se conectan con la
glandula sinusal. El organo de Bellonci en peneidos contiene células neurosecretoras, una
estructura laminar de cuerpos en capas de cebolla (onion bodies), y cerca se encuentran las
células globulares. El 6rgano X esta asociado a la glandula sinusal formando el complejo

denominado organo X-glandula sinusal.

En 1977, Chaigneau, realiz6 un estudio ultraestructural del drgano de Bellonci, en
malacostracos, describiendo principalmente en el grupo de isopodos, al organo de Bellonci
caracterizado por células sensoriales ciliadas con largas microvellosidades; y en decapodos
donde el oOrgano se caracteriza por presentarse en cuerpos en capas de cebolla. La
homologia entre la forma de este organo (tipo vesicular) en isopodos y de cuerpo en capas
de cebolla en otros malacostracos es la presencia, en ambos casos, de células sensoriales
portando uno o dos complejos de segmentos ciliares externos proyectados hacia uno o
muchos lumenes centrales. Segun este autor se podria representar los diferentes 6rdenes de

decapodos de la siguiente manera ( Ver hoja anexa I).

En ambos casos, la degeneracion de las células sensoriales producen formaciones de grupos
de alta densidad electronica, Por lo anterior, Chaigneau, 1977 considera dos direcciones en la
evolucion: una donde el 6rgano es univesicular con los segmentos externos ramificados en
largas microvellosidades, y el otro donde el drgano es multilobular con los segmentos
externos divididos en su interior en laminas planas concéntricas, que son los cuerpos en
capas de cebolla. En algunas especies que viven en cuevas no se presenta este organo. No

obstante, el organo de Bellonci y el poro sensorial deben corresponder a un complejo érgano
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sensorial multiple localizado cerca del lobulo optico del ganglio cerebroide y cuyos

componentes estan mas o menos ausentes, acorde a los diferentes grupos de crustaceos.

ESTRUCTURA Y UBICACION DE LA GLANDULA SINUSAL:

En diversos grupos de crustaceos se ubica la glandula sinusal en la region proximal del
pedinculo ocular , entre la médula externa y la médula interna, segiin Cooke y Sullivan

(1982),

En Palaemon serratus,Van Herp y col.,(1977) describen a la glandula sinusal, ubicada
debajo del exoesqueleto transparente y en la region dorso-lateral del pedunculo ocular entre
la médula externa y la médula interna. Es de color azulado y la forma varia entre un disco y
una media luna, separada de los senos sanguineos externos por una fina membrana, la cual se
tifie de azul oscuro después de la tincion de azan y purpura con paraformaldehido-fuscina.
Dentro de la glandula sinusal, se distingue un pequefio nimero de senos sanguineos. Estos
resultados de la ubicacion de la glandula sinusal coinciden con lo descrito (Dircksen,1992)
en Carcinus maenas, donde se utiliza la tincion de Gomori, para la cual la glandula es

fuertemente positiva.

En Penaeus schmitti y Penaeus notialis, se ubica la glandula en la region dorso-lateral del
pedunculo ocular, entre la médula externa y la médula interna. De igual forma resultd

positiva la tincion de Gomori, asi como la tincion con impregnacion argéntica.

En braquidpodos, la glandula sinusal se presenta como una estructura blanca iridiscente en
la superficie del ganglio Optico, sobre el lado dorsal o dorso-lateral a nivel de la médula
externa o de la médula interna, debajo de una capa de tejido conectivo esponjoso, en
algunos casos debajo de los musculos asociados con movimientos del pedunculo ocular y

muy bien expuesta a la hemolinfa (Cooke y Sullivan,1982).
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Dentro del pedinculo ocular, justo entre los ganglios Opticos, se encuentra la glandula
sinusal en otros grupos de crustidceos como en el acocil, Procambarus bouvieri, y en otro

tipo de crustaceo como en la langosta, Homarus americanus.

FUNCION DE LA GLANDULA SINUSAL:

Historicamente, los crustaceos han contribuido al estudio y desarrollo de los conceptos de
neurosecrecion y control neuroendocrino, y fue en este grupo de animales invertebrados

donde se aislo y secuencio el primer neuropéptido (Highnam y Hill, 1977).

La glandula sinusal, constituye el centro principal donde se almacenan y distribuyen las
hormonas de contenido neuropeptidico, que intervienen en procesos como la muda, cambios

de color, desarollo gonadal, niveles de glucosa, entre otras funciones.

Koller demostrd dede 1925 en crustaceos, la existencia de hormonas (citado por Huberman
y col.,,1995) y fue Carlisle y Knowles (1953) quienes reconocieron el cardcter neurohémico
de la glandula sinusal, donde se almacenan granulos de neurosecrecion, cuyo contenido se

libera a la hemolinfa.

Desde 1972 (Keller,1992) Fernlund y Josefsson, aislaron y secuenciaron el primer
neuropéptido en invertebrados, la hormona concentradora del pigmento rojo.
Posteriormente, otros investigadores han encontrado otras sustancias que intervienen en el

control del metabolismo de los crustaceos.

En el complejo 6rgano X- glandula sinusal, existe una diversidad de neuropéptidos, que
intervienen en el control de la pigmentacion como la hormona dispersante del pigmento y la
hormona concentradora del pigmento rojo, la regulacion de la glucosa por la hormona

hiperglicemiante de los crustaceos; como la presencia de factores inhibidores tales como la

12



hormona inhibidora de la muda, y la hormona inhibidora de la vitelogénesis o de las gonadas,
segin Laverdure y col.,(1992), quienes seiialan que en diversos crustdceos como en
Carcinus maenas 'y Homarus americanus 'y en Procambarus bouvieri Huberman y

col.,(1995) se han podido aislar y secuenciar algunos de estos factores.

Ademads de estos péptidos, se logro purificar y determinar la estructura primaria de
hormonas en otros crustaceos. En el acocil mexicano Procambarus bouvieri, han sido
aislados cuatro péptidos, lo que ha permitido identificar una hormona inhibidora de las
gonadas, una hormona inhibidora de la muda, un isomorfo mayoritario de la hormona
hiperglicemiante, y un isomorfo menor de la hormona hiperglicemiante (Huberman y col,
1995). Asimismo, ciertos péptidos, como la hormona hiperglicemiante de los crusticeos, la
hormona inhibidora de la muda, y la hormona inhibidora de la vitelogénesis, segin Keller
(1992), han sido solo encontrada en crustaceos, pero todo indica que ocurre en otros
invertebrados también, ya que otros péptidos como la hormona dispersante del pigmento
distal y la cardioactiva presentes en crustaceos, recientemente se encontraron en insectos, lo
que indica la presencia de familias de péptidos entre invertebrados en general, y quizas
puntos de versatilidad y funciones multiples de neuropéptidos como hormonas, transmisores,

y moduladores.

La idea de una hormona inhibidora de la muda y de una hormona inhibidora de las gonadas
secretadas por el complejo organo X-glandula sinusal del pedunculo ocular ha sido bien
aceptada, Esto ha sido demostrado realizando la ablacion de uno solo de los pedtnculos,
evidencidndose que se induce la maduracion del ovario y se acelera la muda, indicando que
al disminuir el nivel de hormona inhibidora de la muda y de la hormona inhibidora de las
gonadas en camarones con un solo pedunculo ocular da como resultado una precoz muda y

maduracion ovarica en Penaeus chinensis (Chu y Chow,1992).
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Asimismo (Chang y Connor,1988) postularon que parte del material neurosecretor de la
glandula sinusal, es responsable del control negativo de la cantidad de ecdisona secretada

por los 6rganos Y, debido a la regulacion negativa ejercida sobre la sintesis de ecdisona.

Por otra parte, investigaciones que datan desde 1988, (Chang y Connor), refieren la
existencia de un analogo de la hormona juvenil propia de los crustaceos, el farnesoato de
metilo, secretado por el organo mandibular, que estimula la reproduccion y la muda,
seflalando que actua asociado a proteinas especificas. El organo mandibular de los

crustaceos presenta una estructura parecida al corpus allaws de los insectos.

Recientemente, Tenseny col.,(1991) utilizaron técnicas de hibridacion in situ,acopladas con
analisis inmunocitoquimicos y Northern blot, para localizar mRNAs de neuropéptidos como
la hormona hiperglicemiante de los crustaceos en Orconectes limosus (citado por Laverdure,
1992) y en la langosta Homarus americanus donde detectaron ¢l mRNA de la hormona

inhibidora de la vitelogénesis en células neurosecretoras del 6rgano X.

ULTRAESTRUCTURA DE LA GLANDULA SINUSAL;

Hanstrom (1931), fue el primero en describir las células neurosecretoras en crusticeos y el
primero en describir la glandula sinusal. Ya desde 1928 Sharrer, ( citado por Meusy y Payen,
1988) habia establecido el concepto de neurosecrecion cuando observo el complejo
hipotalamo- hipofisis en Teledsteos. Posteriormente un grupo de investigadores en la década
de los 50, demostraron que el complejo 6rgano X- glandula sinusal formaba una asociacion

similar a la descrita para vertebrados por Scharrer.
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Los estudios acerca de la ultraestructura de la glandula sinusal basados en las terminales
axonicas ramificadas, han sido realizados en diversas especies de crustaceos y han revelado

la presencia de diferentes tipos de granulos de neurosecrecion, asi como de vesiculas.

Segun Smith (1974) y Van Herp (1977), las terminales axonicas de las células
neurosecretoras que constituyen la glindula sinusal, son finas, de una textura grumosa,

acidofilas y PAS positivas.

Las primeras correlaciones del contenido neurohormonal con los diferentes granulos en
ciertas terminales axonicas, han sido demostradas por inmunocitoquimica en glandulas

sinusales de especies de astacuros y en glandulas sinusales de especies de braquiuros.

En general, todos los autores han seitalado la diversidad estructural de los granulos, basados
sobre todo en criterios morfologicos, sugiriendo la presencia de varios tipos de granulos

con diferentes contenidos hormonales.

En Carcinus maenas (Dircksen,1992) se correlacionan los tipos de granulos encontrados
con técnicas de identificacion inmunocitoquimica, localizando varias hormonas. Se encontro
que la glandula sinusal en dicha especie contiene un complejo de terminales axonicas
neurosecretoras interdigitadas y rodeadas de células gliales, separadas de la hemolinfa por
una membrana. Describen cuatro tipos de terminales axdnicas, las que se distinguen por la

distribucion, tamafio y densidad electronica de sus granulos de neurosecrecion.

El contenido de los granulos es liberado a la circulacion por un mecanismo de exocitosis.

Esta generalmente aceptado que la exocitosis constituye un mecanismo mediante el cual se
exportan los productos de secrecion por empaquetamiento de membrana, lo que ha sido
comprobado ultraestructural y bioquimicamente en varios tipos celulares como en células

salivales, cromafinicas, neuronales y neurosecretoras; entre otras. En todos los casos, el
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calcio resulta esencial para el mecanismo de liberacion, actuando como un estimulador de la
secrecion. Sin embargo, el Na'y el K'son esenciales en los eventos de despolarizacion de
membranas, por lo que Andrew y col.,(1976), sugieren que un incremento del CY libre
intracelular junto con un decremento en e K' intracelular constituyen los requisitos
necesarios y eficientes para lograr el proceso de exocitosis desde la glandula sinusal, lo que
fue demostrado en el crustaceo, Orconectes virilis, con técnicas de manipulacion ionica.

Los autores citados encontraron que la glandula sinusal en esta especie, contiene terminales
axonicas con dos poblaciones distintas de granulos con densidad electronica: unos grandes
(entre1.500- 2.000 A de diametro) y otros pequeiios (de 1.000 A de diametro), que se
liberan a la hemolinfa en forma similar. También seiialan la presencia de seis tipos diferentes
de hormonas no caracterizadas bioquimicamente.

En braquiuros Jaros y col.,(1987) seiialan que la glandula sinusal esta constituida por
terminales axonicas repletas de granulos de secrecion, los que se presentan con un didmetro

de 120-275 nanometros, y aparecen distribuidos en las terminales.

Cooke y Sullivan (1982), describen seis tipos de terminales axénicas en la glandula sinusal
del cangrejo, Cardisoma carnifex, y consideran a la glandula como punto de almacén y
liberacion de muchas hormonas, presentando a la misma como un mosaico de procesos
neuronales densamente empaquetados en granulos de neurosecrecion. Estos autores sefialan
que en general los estudios sobre la ultraestructura de la glandula sinusal en crustaceos son
de particular importancia para lograr la caracterizacion de los granulos, y precisar el niimero
de terminales que supuestamente varia desde 2 a 7, dependiendo del tratamiento usado para
procesar las muestras y si esto esta en relacion con la especie. Las caracteristicas de las
terminales hacen que se denominen granulos secretores y no vesiculas sinapticas. Los
granulos se secretan por exocitosis, solo en puntos donde las terminales estan en contacto
con ¢l neurilema. Este proceso se incrementa cuando se estimula la secrecion por medio de
electricidad, ionoforesis o elevacion del potasio en la solucion salina, todo ello seguido del

proceso-de fijacion de las muestras.
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MATERIALES Y METODOS:

El trabajo se realiz6 con tres especies de camarones peneidos: Penaeus schmitti, Penaeus

duorarum y Penaeus setiferus.

P. schmitti, conocido como camaron blanco, habita en las costas de Cuba, Nicaragua,
Venezuela, Honduras, entre otras.

P. setiferus, conocido como camaron blanco en México, habita en el Golfo de México, y a
lo largo de la costa atlantica de los Estados Unidos, entre otros lugares,

P. duorarum, conocido como camardn rosado, habita en el Golfo de México y a lo largo de
la costa atlantica de los Estados Unidos.

Geograficamente, estas especies de pencidos se distribuyen de la siguiente forma ( Dore |
and Frimodt, 1987). Ver hoja anexa 2.

El material biolagico de P.schmitfi, fue colectado en aguas de la Bahia de Cienfuegos, en la
costa sur de Cuba.

P.duorarum y P.setiferus, tras su captura en el Golfo de México,se trasladaron vivos, al
acuario de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Se colocaron en peceras durante
aproximadamente 24 horas, a una temperatura entre 25-27°C, con una salinidad de
aproximadamente 29 /. Se trabajo con los animales tras este tiempo en que los mismos se

recuperan del estrés producido por el cambio de habitat.
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Anexo 2

Penaeus schmitti

Ianily: Penacidae

Penaeus setiferus

amily: Penacidae

Penaeus duorarun

Family: Peaacidae
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Se realizé un trabajo previo en ejemplares de camaron blanco de Cuba, P.schmitti con el
objetivo de caracterizar histologicamente el pedinculo ocular en cortes longitudinales para

microscopia optica.

Para todos las muestras los pasos fundamentales de procesamiento fueron los siguientes:

Se usaron 10 animales adultos tomados al azar sin distincion de sexo.

A los mismos se les cortd el pedinculo o tallo ocular por su base, y se procedio a su
diseccion bajo microscopio estereoscopico. Se usaron pinzas y tijeras de iridectomia, y se

retir6 en primer lugar la cubierta quitinosa que cubre al pedinculo.

Una vez desquitinizados fueron inmediatamente procesados segiin se observa en el

Diagrama de flujo No.1
En general los pasos seguidos fueron:

1- Fijacion del material.

2- Deshidratacion del tejido en concentraciones crecientes de etanol, realizando varios
cambios en el tiempo.

3- Infiltracion en solventes intermediarios - medio de inclusion.

4- Inclusion en parafina, para ello se usan moldes de carton previa preparacion con gotas de
glicerina.

5- Cortes en microtomo vertical, manual.

6~ Tincion con colorantes acuosos.

7- Observacion al microscopio optico.

8- Micrografias.



El procesamiento general usado para micoscopia electronica en las especies mencionadas

anteriormente fue el siguiente:

1- Diseccion del pedtnculo ocular.

2- Extraccion de la glandula sinusal.

3- Fijacion de la glandula sinusal.

4- Deshidratacion del tejido, en concentraciones crecientes de etanol.
5- Infiltracion del tejido en resinas epoxicas.

6- Inclusion del tejido en las resinas.

7- Cortes semifinos y ultrafinos, en ultramicrotomo.

8- Tincion de cortes semifinos con azul de toluidina.

9- Contraste de cortes ultrafinos con metales pesados.
10-Observacion al microscopio optico de cortes semifinos,
11-Observacion de cortes ultrafinos en un microscopio electronico de transmision, modelo
EM-10, de la casa ZEISS.

12- Obtencion de micrografias.

A partir de la imagen electronica obtenida, en los casos en que fue posible, las imagenes
fueron recogidas por una camara de video, se pasaron a un monitor de alto contraste y se
grabaron en casette de video, en un video grabador. Se grabaron imagenes a bajo aumento
(5.000x) y a altos aumentos (16.000x) previa calibracion. Se trabajaron las imagenes con
una tarjeta analogo digital y se uso el programa MIMAD, de BIOCOM. Ademas se realizo
el anélisis de una fotografia panoramica tomada a 11,500 aumentos, calibrada y adquiriendo

las imagenes con una camara de video.
Con el uso del programa se cuantificaron granulos de secrecion, determinando diametro y

densidad de los mismos. Se utilizo un procesador estadistico, STATGRAPHICS, que nos

permitio conocer las variables de media, desviacion estandar, error estandar, modo, etc. Se
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utiliz6 la prueba t de Student para determinar el nivel de significacion de la comparacion de

variables.

Se tomaron medidas lineales del diametro mayor y medidas relativas de densidad expresadas
por el cociente entre la zona mas negra del interior del granulo como numerador sobre una
zona clara del citoplasma adyacente. Los valores de cada una de estas zonas oscilan entre 0-

255 en la gama de grises.

Los resultados del cociente, fluctian entre 0 y 1. Solo sera el cociente 1 cuando coincidan
las intensidades de grises. Este seria el maximo valor posible. Esta forma de analisis de la
densidad de los granulos, nos da medidas relativas de resultados. Con ello, eliminamos
ruidos como las variaciones en relacion con la sensibilidad de ia camara de video (tanto en el
microscopio electronico como utilizando una camara de video aislada para tomar la imagen
a partir de una micrografia, Eliminamos las variaciones de iluminacion creadas por el
microscopio electronico (al aumentar o disminuir la intensidad de luz) y eliminamos las

variaciones producidas por los diferentes espesores de corte.

El analisis del diametro mayor del granulo y el analisis de densidad del mismo se realizo
dentro de cada terminal, por lo que se corresponde cada resultado del valor del didmetro de
un granulo en especifico con el valor de densidad del mismo grénulo. De esta forma se

analizaron 20 terminales axdnicas, que se muestran en graficas de barras posteriormente.
Los resultados fueron graficados con el uso del programa Harvard Graphics, Statistica

(Windows Stat Soft) y el programa Graph Pad Prism. Para cada caso, se muestran los

siguientes diagramas de flujo, relacionados con ¢l procesamiento de las muestras:
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Penaeus schmitti

FIJACION
i
Bouin acuoso (12 horas)
Lavados cn agua destilada
DESHIDRATACION
¥
Alcoholes de: 70%, 80%, 90% y 100%
Varios cambios cn ¢l tiempo (hrs)
INFILTRACION
4
Alcohol-Xilol
Xilol 1y Xilol 2
Xilol - parafina ( cstufa a 60°C)
INCLUSION
i
Parafina
CORTES
i
Micrétomo de rotacion manual
(6-8 micrémetros)
TINCION
i
Desparafinizacion
Tincion de Gomori ( Hematoxilina cromica-floxina)
Tincion con impregnacion argéntica
Montaje en Bdisamo de Canadd
OBSERVACION
Y
Microscopio binocular optico.
Toma de fotograflas al mismo.

DIAGRAMA DE FLUJO No. 1
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Penaeus schmitti (4 glandulas):
FIJACION
¥
glutaraldehido 3,2%,2 horas a 4°C
cn amortiguador cacodilato de sodio pH 7.4, 0.1M.
Lavados en amortiguador cacodilato de sodio,
cambios de 2x5 minulos.
¥
Post- fijacion cn tetradxido de osmio
1%, durante | hora, en amortiguador cacodilalo de sodio.
¥
DESHIDRATACION
Alcoholes de: 70%, 80%, 9%, a 4°Cy 100% a t.a.
Cambios de 2x10 y de 1hora en 100%.
¥
INFILTRACION
oxido de propileno-nicdio de inclusién
2-1
I-1
12
\
INCLUSION
resina Spurr, (1969) cn la estufa 24 horas
\
CORTES
semifinos (0.5-1 micrémetros) montados cn portacbjetos
ultrafinos (60-90 nandmetros) montados en rejillas de cobre
¥
CONTRASTE
Tincion con azul de toluidina- Observacion al microscopio dptico
\
Contraste con acetato de uranilo (20) y citrato de plomo (10h
Observacion al microscopio clectrénico de transmision, modelo JEOL
Obscrvacion al MET, modelo EM-10, ZEISS.

DIAGRAMA DE FLUJO No.2
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Penacus duorarum ( 4 glandulas):.
FIJACION
\
Se perfundio ¢l fijador directamente cn la base
del pedunculo:
glutaraldchido 2.5%, en amotiguador fosfato
0.16 My pH-7.3, durante 30, at.a
Diseccion de la gldndula sinusal, bajo esterco, se mantuvo en ¢l fijador
durante una hora.
Lavados en amortiguador de fosfatos con cambios de 10 minutos
Post-fijacién en tetradxido de osimnio,
al 1%, toda la noche, 4 4°C.Lavados cn amotiguador de fosfatos
DESHIDRATACION
\

Concentraciones crecientes de alcoholes.
70%-80%-90%-100% (todo a temperatura ambicntc)
INFILTRACION
¢
oxido de propilcno- resina epén 812

2-1
-1
1-2
INCLUSION
V
En moldes planos, en resina epon. Estufa a 60°C, durante 24 horas
v
CORTES
semifinos ( 240 nandmetros) montados cn portaobjelos.
ultrafinos ( 60-90 nandmetros) montados en rcjillas de cobre cubiertas con formvar,
\
CONTRASTE
cortes semifinos con azul de toluidina- observacidn al microscopio Gptico y cortes ultrafinos acetato de
uranilo- 204y citrato de plomo -10* ( Reynolds, 1963).0bservacion al microscopio electronico.
DIAGRAMA DE FLUJO No.3
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En pedinculos oculares de otros animales de la misma especie s¢ realizo la

FIJACION
\
glutaraldchido 2.5% cn agua de mar filtrada
duranic I hora, a t.a, y pH+Y

Sc perfundi6 cn la base del pedinculo con el fijador.

Los procesos de extraccion de la glandula fucron igual
al caso anterior,

Lavados ¢n amortiguador de agua dc mar y post-fijacion
en tetradxido de osmio al 1%, toda la noche, a 4°C.

El resto de los pasos se rcalizaron como se muestra
cn cl diagrama 3,

DIAGRAMA DE FLUJO No. 4
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Penaeus setiferus ( 3 glandulas):
FUACION
v
En ¢ste caso, sc abrio el pediinculo ocular
completo longitudinalmentc y se sumergioé
en ¢l fijador durante unos minutos, lucgo
s¢ extrajeron las glandulas, bajo el ¢sterco
y s¢ dejaron en el fijador:

glutaraldehido 2.5%, en amortiguador de fosfato de sodio
durante | hora, a t.a.
El resto de los pasos son iguales al caso anterior,

DIAGRAMA DE FLUJO No. §
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RESULTADOS:

ESTRUCTURA DEL PEDUNCULO OCULAR.
UBICACION Y ESTRUCTURA DE LA GLANDULA SINUSAL:

En cortes longitudinales del pedanculo ocular de P.schmitti, encontramos que se presentan
las tres médulas o ganglios Opticos: médula externa, médula interna y médula terminal.
Numerosas células globulares rodean o bordean las zonas de la médula externa € interna, y la
zona de la glandula sinusal se localiza en posicion dorso-lateral entre la médula externa y la

interna, Figura 1. Esta glandula se ubica justo debajo de la retina.

En la zona de la médula terminal se presentan agrupaciones de células o somas neuronales
de gran tamafio con un nacleo bien definido y con prolongaciones evidentes (axones),
dirigidos hacia la zona de la glandula sinusal, lo que se corresponde con lo descrito como
organo X . Proximo a ellas se encuentran muchas células o nicleos de células globulares,
como se muestra en las Figuras 2,3 y 4.

Con la técnica de impregnacion argéntica se logro visualizar muy bien estas neuronas de

gran tamaito propio de neuronas neurosecretoras.

En los cortes realizados encontramos una estructura similar al organo X, a nivel de la
médula terminal, que presenta una estructura lobular, asi como agrupaciones laminares,
dichas caracteristicas apuntan a que pueda ser el o6rgano de Bellonci, que se muestra en la
Figura 5, rodeada de tejido nervioso. Van Herp y col. (1977) sugieren la hipotesis de una

asociacion de funciones glandulares y sensoriales para este 6rgano.
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Figura 1. Corte histologico longitudinal del pediinculo ocular, en Penaeus schmitti donde se
observan diferentes ganglios dpticos como la médula externa (me), médula interna (mi),

médula terminal (mt), glandula sinusal (gs) y nervio 6ptico (no). Aumento 600x.

Figura 2. Corte histologico de la zona de la médula terminal, donde se ven agrupaciones de

somas neuronales (sn), en P.schmitti. Aumento 2160x.
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Figura 3. Agrupacion de células globulares, observadas al microscopio optico (cgl) y
cercanas a la zona del organo X donde se ven los somas neuronales (sn) en P.
schmitt. Aumento 2600x

Figura 4. Gran aumento de una neurona gigante ubicada en la médula terminal (ng).Se

observa bien la prolongacion axonica, seiialada con flecha, . schmitti. Aumento 8200x
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Figura 5. Posible estructura correspondiente al organo de Bellonci, rodeado de tejido

nervioso (tn), en P.schmitti. Aumento 6500x

Figura 6. Cortes semifinos de la glandula sinusal en especies de peneidos.Se observa un
lumen central (Ic) en cuya cercania se sitian grupos de granulos (g), P.schmitti. Aumento
2000x
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Se continda la médula terminal con el nervio dptico. Cada médula contiene numerosos
capilares. La médula externa, hacia el extremo distal del pedinculo ocular se sigue de una
lamina ganglionar con lagunas de hemolinfa asi como fibras nerviosas que conectan a la

médula externa con la zona de la [amina ganglionar.

La glandula sinusal en las especies procesadas en este trabajo, se encuentra ubicada entre la
médula externa y la médula interna en posicion dorso-lateral del pedinculo ocular, como se

representa en el Esquema 1.

En las microdisecciones realizadas a las muestras frescas se visualizo bajo el estereoscopio
la ubicacion de los ganglios opticos en la zona interior del ojo, pudiéndose definir la médula
externa y la médula interna, asi como la zona de la médula terminal continuandose con el

nervio optico.

La glandula sinusal esta situada en estos camarones peneidos por debajo de la retina , lo que
hace dificil localizarla. Su color es azul iridiscente, que se logra observar cuando se trabaja
con animales frescos. Se presenta como una estructura difusa y con apariencia digitiforme.
Como resultado de la diseccion se puede observar una porcion del nervio denominado de la
‘glandula sinusal” precisamente en continuacion con la masa de granulos contenida en las

terminales axonicas que constituyen la glandula sinusal.
Se diferencia la glandula sinusal del tejido circundante precisamente por la coloracion

azulosa debida al tamafio de las micelas de los granulos que contiene, que contrasta con

zonas opacas de tejido nervioso adyacente.
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Esquema 1. Representacion esquematica de la ubicacion de los ganglios opticos dentro del
pedunculo ocular, donde se distinguen: nervio oOptico (NO), médula terminal (MT),
complejo oOrgano X- médula terminal (MTGXO), glandula sinusal (SG), nervio de la
glandula sinusal (T), médula interna(MI), médula externa (ME), lamina ganglionar (LG), y
zona del aparato optico (0).Tomado de Gorgels-Kallen (1985).

32



33



ULTRAESTRUCTURA:

En los cortes semifinos y finos, notamos que la glandula sinusal u 6rgano neurohémico
presenta forma de interdigitaciones conteniendo terminales axonicas separadas por
membranas. Son terminales muy ramificadas y englobadas, precisamente porque contienen
numerosos granulos de neurosecrecion. Estas terminales se separan de la hemolinfa por

medio de una lamina 0 membrana basal, como se observa en las Figuras 6 y Figura 7,

En Penaeus schmitii, el material fijado no fue del todo favorable. Muchas zonas aparecen
poco conservadas y la distribucion de los granulos se presentan muy difusos, no
conservandose las membranas que rodean a las terminales axonicas y con vesiculas vacias,

Figura 8.

En Penaeus duorarum, el material fijado en glutaraldehido al 2,5% diluido en amortiguador
de agua de mar filtrada, brindé los mejores resultados, conservandose mejor las estructuras
celulares. El tratamiento se realizo a temperatura ambiente y sobre todo se perfundio el

fijador en el tejido, disecandose la glandula en la solucion fijadora.

En Penaeus setiferus, aunque no se utilizé agua de mar filtrada como amortiguador pues se
tornaba muy turbia la solucion, se usé como amortiguador fosfato de sodio, conservandose
bien las estructuras y observandose zonas de vesiculas claras, y zonas adyacentes a la
glandula sinusal.

En cories finos Figura 9,en Penaeus duorarum se presenta la glandula sinusal como una

agrupacion de terminales nerviosas neurosecretoras, entremezcladas con células gliales o de

sostén. Estas terminales contienen granulos de diferentes tamaios y densidades electronicas.
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Figura 7. Vision panoramica observada en corte colocado en una rejilla de Sjostrand. Se
observa un lumen central (Ic) en cuya cercania se sitian grupos de granulos (g),y se observa

la membrana basal (mb), en P.schmitti. Aumento 2000x

Figura 8. Micrografia electronica de una terminal axonica de la glandula sinusal, donde se

observan numerosos granulos (g), en P.schmitti . Aumento 15,500x
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Figura 9. Micrografia panoramica donde se aprecian las caracteristicas de la estructura fina
de numerosas terminales axonicas, en P.dworarum. Estas contienen varios tipos de granulos:
I IL Iy IV. Los del tipo I ocupan gran parte de la glandula, con densidad mediana. Se ven
al menos dos estructuras de granulos diferentes dentro de esta terminal en relacion con el
tamafio y la densidad. El tipo II se presenta de menor tamafio que el anterior, y aparecen
densamente agrupados. Los granulos tipo III son mas grandes, se observan menos
frecuentes y se presentan mas espaciados dentro de la terminal. Los del tipo IV son
pequeilos y medianos, medianamente tedlidos, y se presentan menos juntos que los del tipo
II. Aumento 13,200x
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Se pueden apreciar al menos 4 tipos de terminales axonicas diferentes. Estas terminales estan
separadas de la circulacion por una membrana basal, la que presenta diferentes
protuberancias o irregularidades, Figura 10. Esta membrana es extracelular 'y aunque es
amorfa parece estar constituida por fibras que pudieran ser colageno. Se ve como la

membrana forma proyecciones digitiformes a intervalos.

El contenido de los granulos de neurosecrecion, en este caso los neuropéptidos son
liberados a la hemolinfa a través de procesos de exocitosis paralelos a los de endocitosis,
donde se recupera la membrana rapidamente. En la Figura 11, puede considerarse que
podria ocurrir un mecanismo de recuperacion de membrana. Se observa también dos
membranas que rodean a cada terminal axonica y una membrana que rodea a cada granulo

de neurosecrecion,

Rodeando a cada terminal axonica encontramos dos membranas como se observa en la
Figura 12, y Figura 13, Entre ellas y dentro de la misma terminal se evidencian mitocondrias.
Las mitocondrias aparecen de forma alargada o redondeada. Algunos neurotubulos se
distribuyen entre las terminales, Se observd escaso reticulo endoplasmico liso, no muy

evidente.

Diversos nucleos de células gliales o de sostén, se ubican entre las terminales axdnicas
(Figura 14). Son nucleos muy desarrollados que practicamente ocupan todo el volumen
celular, se puede observar la doble membrana que rodea al nicleo. Estos contienen
cromatina distribuida en grumos hacia la periferia del mismo, que probablemente sea
cromatina compacta o heterocromatina. Internamente se evidencian particulas menos
densas, las cuales pueden ser cromatina laxa o eucromatina y particulas que pudieran ser
ribonucleoproteinas. Centralmente se encuentra el nucleolo, el que no siempre aparece por el
plano en que se realiza el corte. En esta misma figura se observa alrededor del nucleolo

grumos de particulas que pueden ser DNA.
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Figura 10. Micrografia a gran aumento de la membrana basal (mb) que separa a las
terminales de la hemolinfa, P.duorarum. Aumento 20,000x
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Figura 11. Corte fino de una zona de la glindula donde se sefiala con 2 flechas la zona de

posible recuperacion de membrana, en P.duorarum. Ademis se seflala con 1 flecha la

membrana que rodea a cada granulo. Aumento 54,400x

Figura 12. Se observan dos membranas; una de la terminal axénica y otra del citoplasma
glial que la envaina (m). Encontramos mitocondrias entre las terminales (mit) . Se seflala con
2 flechas la membrana que rodea a cada granulo y se observa en algunos casos separada del

contenido del mismo, en P. duorarum. Aumento 54,400x
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Figura 13. Observamos dentro de la terminal numerosos granulos (g) y una mitocondria
alargada (mit). Ademas observamos neurotabulos (nt) que rodean areas de las terminales

axonicas y una fraccion de nicleo (n), en P.duorarum. Aumento 46,800x

Figura 14. Micrografia que muestra al nicleo de una célula glial (ncg) y su nucleolo (nl) en

P. duorarum. Aumento 44,800x
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Al menos dos nucleos de células gliales (Figura 15) se encuentran muy cercanos, a veces
agrupados, pero no definimos desmosomas o estructuras de comunicacion entre dichas

células.

Segun Dircksen (1992), estas células gliales, alrededor del punto de entrada y salida del
seno hemolinfatico central, son procesos que impiden que una parte considerable de las
terminales axonicas se pongan en contacto con la lamina basal que bordea el espacio de la
hemolinfa. Sin embargo, en la region central de la glandula sinusal, la mayor parte de las

terminaciones neurosecretoras se ponen en contacto directo con la lamina basal.

En la Figura 16, se muestra como podrian ser liberados los contenidos de los granulos hacia
el espacio hemolinfatico (sefialados con flechas). Las vesiculas vacias podrian representar el

resultado del mecanismo de endocitosis o de recuperacion de membrana.

Zonas de vesiculas claras, menos densas y menos homogéneas, como observa Dircksen
(1992) en Carcinus maenas, se presentan en P. setiferus y Penaeus shmitti. Estan bien
delimitadas por membranas (Figura 17) y pudieran contener un neurotransmisor y formar

parte de un sistema regulador de la secrecion.

En la Figura 18, se muestra una serie de sinapsis, que posiblemente sean sinapsis quimicas
que presentan en ciertos casos granulos o vesiculas en ambas terminales pre- y post-
sindpticas lo que indica que deba existir una transmision del contenido como se observa en la

misma figura. Se ven varias mitocondrias y terminales cuyo espacio interior esta vacio.
MORFOMETRIA:
En terminales axonicas seleccionadas en observaciones a bajo aumento, se definen al menos

cuatro tipos diferentes de granulos de neurosecrecion con una estructura fuertemente

contrastada y otros tipos de estructuras vesiculares y vacuoladas pueden distinguirse con
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Figura 15. Nucleos de células gliales, sefalados con flechas en P. dworarum. Aumento
45,000x.

Figura 16, En la terminal central observamos granulos (g) y algunas mitocondrias (mit). En
la parte superior de la terminal de la derecha, encontramos estructuras de liberacion o

recuperacion de membrana sefialadas con flechas, en P.duorarum Aumento 87,500x
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Figura 17. Micrografia de una zona de la glandula sinusal en P.setiferus (foto 17 a) y de P,
schmitti (foto 17 b) donde se observan dreas de vesiculas claras (vc) que se corresponden

con el tipo V de granulos referido en el texto. Aumento 50,000x y 18,000 respectivamente.
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Figura 18. Zona de posible sinapsis (s) figura 18a en los procesos axonales que se dirigen a
la glandula sinusal, sefialados con flechas, en P.sefiferus. Algunas vesiculas estan contenidas
en las terminales ( v). Numerosas mitocondrias redondeadas (mit), amplificadas en la foto 18
b. Aumento 31.250,
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bajos aumentos en Penaeus duorarum. Estas agrupaciones se pueden diferenciar entre ellas
por su tamaflo, densidad electrnica y distribucion dentro de la misma terminal. Por ejemplo
en el histograma de frecuencia (ver grafica 1 y 2) se muestra la variacion en el tamaflo de los
granulos ( representado por el valor del diametro mayor) y escalas diferentes de densidades

dentro de una misma agrupacion de granulos.

Los granulos tipo I son redondos o algo ovales, ocupan gran parte de la glandula sinusal, no
se observan tan estrechamente unidos y presentan una densidad electronica mediana.

Tienen una distribucion estructural variable, encontrando granulos de diferentes tamafios y
diferentes tonos de grises que pudiera atribuirse a la presencia de dos poblaciones dentro de

una misma terminal,

Los granulos tipo Il son de mediano a pequefio tamafio, redondos u ovales, mostrando

moderado o intenso contraste electronico, en muchos casos son muy homogéneos y

aparecen muy juntos.

Los granulos tipo 1 son grandes y redondos, muestran una fuerte tincion con centro

homogéneo, son mas escasos y se disponen mas espaciados dentro de la terminal,

Los granulos tipo IV son pequefios y redondos, medianamente teflidos y se agrupan mas que

los del tipo II pero menos que los del grupo I1.

Podriamos sefialar un tipo de granulo V, que se presenta como un grupo muy heterogéneo,

en cuanto a tamailo, forma y densidad.

Se muestran en las graficas diferencias en relacion al diametro y densidad de los granulos de
neurosecrecion. Tal es el caso de la grafica 3, donde los datos muestran que el didmetro de
los granulos oscilan entre 0.04-0.1 micrometros. En la grafica 3 los datos fueron ordenados

consecutivamente. En la grafica 3a, se representan los diametros de las 20 terminales sin
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Gréfica 1. Histograma de frecuencia que muestra la distribucion de las clases que
representadas por barras indican la media de los diametros de los granulos dentro de una

terminal. La linea coninua indica una distribucion normal. Se realizo en P.duorarum.
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Grafica 2. Histograma de frecuencia que muestra la distribucion de las clases que,
representadas por barras, indican la media de las densidades de los granulos dentro de una
terminal, en P.duorarum. Se corresponde esta terminal con la analizada en el histograma de
frecuencia del tamafio de los granulos (grafica 1). La linea continua indica una distribucion

normal,
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Grafica 3- Representacion grafica de medidas del didmetro mayor de los granulos por cada
terminal. Se analizaron 20 terminales. Las barras representan las medias y el error estandar

por lineas verticales con maximo y minimo. En P.duorarum.
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Grafica 3a- Representacion grafica de medidas del diametro mayor de los granulos por cada
terminal. Se analizaron 20 terminales, y se expresan 5 grupos de terrminales agrupadas por
los valores promedios de sus diamteros. Las barras representan las medias y las lineas

verticales el error estandar. En P, duorarum.

52



14

DIAMETRO DE LOS GRANULOS DE SECRECION

0.12

0.1

0.08 !
"
© 0.06 r &
RS .
£
*0.04

P . Y 4
N ~_” ‘y . .. .

B

0.02

H

fed

IRy -+
-t

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121

Terminales axonicas

Cilico Do

}—] error estandar

media del diametro



it

Tabla 1.-Comparacion del diametro de los granulos de secrecion entre terminales, usando la
prueba estadistica t-de Student. Los valores numéricos indican el nivel de diferencia entre

ellos, el espacio en blanco indica la ausencia de diferencias y la X el valor representado. En

P.duorarum.
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ordenar por el valor del diametro. La comparacion entre terminales indica que existen
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al tamafio de los granulos, lo que se
muestra en la Tabla 1.

La significacion estadistica de las diferencias de los diametros de los granulos indican que
éstos podrian agruparse en S clases o conjuntos como se observa en la grafica 3. Un grupo
que comprende a las terminales (19-15-16-14-13-12-y10) cuyos valores oscilan entre 0.04 y
0.05 micrometros. Un segundo grupo que comprende las terminales (18-17 y 8) con valores
de 0.06. Un tercer grupo que comprende a las terminales (11-7-6-5-2 y1) con valores de
0.07, el cuarto grupo contiene a las terminales (20-9 y 3) con valores entre 0.8 y 0.9 y un
quinto valor correspondiente a la terminal 4, con un diametro de 0.1 micrometro.

La densidad relativa de los granulos se expresa en la grafica 4 donde podemos definir cuatro
niveles de densidades. En la grafica 4a se representan los valores de densidades de las 20
terminales analizadas, cada valor de densidad de una terminal se corresponde con un valor
de diametro de la misma terminal.

Se presentan mayor cantidad de granulos de baja densidad y resultan mucho menos los de
muy alta densidad, interpretando los valores obtenidos entre (0-1), donde los mas cercanos a
cerro son los mas densos.

La comparacion de las densidades por terminales ( ver grafica 4) muestra diferencias
significativas entre ellas, lo que se representa en la Tabla 2.

Podriamos agruparios por terminales ( ver grafica 4), donde un grupo se corresponde con
valores cercanos a cero y contiene a las terminales (4 y 8), un segundo grupo que contiene a
las terminales (19-11-1-20y 15), un tercer grupo que incluye la mayoria de las terminales y
éstas son (17-10-9-7-5-2-13-14-12 y 16) las que se presentan con baja densidades y un
cuarto grupo que incluye a las terminales (18 y 6).

En las imagenes obtenidas directamente del microscopio electronico no se relaciond el
diametro y la densidad de cada granulo sino como grupo de datos separados. En la grafica S,
se pueden encontrar cuatro grupos de tamafios de granulos donde el primer grupo

corresponde a las terminales (1-6), el segundo grupo (7-9), el tercer grupo (10-12) y un
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Grafica 4- Representacion grifica de medidas relativas de densidad electronica de los
granulos de secrecion. El valor oscila entre 0 y 1, donde los valores mas cercanos a 0, son
los mis oscuros. Las barras representan las medias, la linea vertical el error estandar. Se

analizaron 20 terminales.En P.duorarum.
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Grafica 4a- Representacion grafica de densidades relativas de los granulos de secrecion.Las
barras constituyen las medias de las densidades y las lineas verticales el error estandar. En P.
duorarum. Se analizaron 20 terminales y se representan los valores relativos de menor o

mayor densidad.
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Tabla 2. Comparacion entre la densidad de las terminales.Los valores numéricos indican el
nivel de significacion. El espacio en blanco sefiala que no existe diferencia significativa entre

los valores y X el valor ya representado. En P.diorarum.
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cuarto grupo (13). Seria conveniente realizar un analisis diferencial entre los grupos para

demostrarlo estadisticamente.
En la grifica 6, se representan tres grupos de densidades donde el valor mas alto

corresponde a granulos de baja densidad, como lo expresado en la grafica 4.
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Grafica 5- Representacion grafica de 13 terminales.Los valores de diametro de los granulos
de secrecion corresponden con imagenes adquiridas directamente del microscopio
electronico. Las barras representan las medias de los valores de diametro y las lineas

verticales el error estandar, En P.dnorarum.
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Gréfico 6.- Histograma que representa tres grupos de densidades relativas diferentes donde
vemos que el maximo valor corresponde a los granulos menos densos (valor cercano a 1),
existiendo menos granulos con densidad fuerte. Las barras representan las medias de

densidad relativa. Las lineas verticales la desviacion estandar.En P.duorarum.
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DISCUSION:

La ubicacion de la glandula sinusal en diversos crustceos se presenta en la region proximal
del pedinculo ocular, especificamente entre la médula externa y la médula interna, y en
posicion dorsolateral. Tal es el caso de Penaeus japonicus (Nakamura, 1988), Palaemon
serratus (Van Herp y col., 1977), en braquiuros (Cooke y Sullivan, 1982), en Carcirus
maenas (Dircksen, 1992), entre otros. Estos resultados coinciden con lo encontrado en

nuestro trabajo para las tres especies de camarones peneidos.

Segin Huberman (1994), la glépdula sinusal resulta mas compacta en cangrejos, menos en
langostinos de rios, y se hace mas difusa en peneidos, lo que se corresponde con lo
observado en los animales tratados en este trabajo.

En crustaceos isopodos que no tienen pedinculo ocular desarrollado se presenta la glindula
sinusal como pera que cuelga del nervio optico en el interior de la cabeza, como por ejemplo
Armadillidium vulgare. En esta especie, segun Nussbaum y col.,(1995) se encontré en la

glandula sinusal, un factor hiperglicemiante.

La extraccion de la glandula sinusal en peneidos no resulta facil, ya que por su propia
constitucion tomamos restos de tejido adyacente que no se corresponde con la glandula. El
tejido nervioso que circunda a la glandula sinusal, se ve opaco con algunas zonas blancas
debido a la presencia de calcio, lo que contrasta con el color azul nacarado de la glandula .
Estas observaciones coinciden con lo encontrado en el acocil, Procambarus bouvieri

expuesto por Huberman en 1994,

Resulto definitorio realizar la extraccion de la glandula en animales frescos para obtener la
estructura completa, lo que corrobora trabajos realizados por nosotros con anterioridad, y
que probaron que el tratamiento de diseccion de la glandula en pedinculos congelados o

liofilizados no brinda buenos resultados pues se torna de color blanco opaco y no se
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diferencia del tejido circundante, ademas de deteriorarse mucho al momento de extraer la
pieza.

En el presente trabajo, el extraer la glandula con extremo cuidado facilitd la no
contaminacion con pigmentos oculares. Este aspecto es de suma importancia para la

realizacion de estudios bioquimicos a posteriori.

En P.schmitti , el proceso de fijacion se hizo en condiciones adversas, llevandose a cabo en
un medio muy caliente y de gran humedad relativa; por lo que se traté de mantener el tejido
en el fijador a bajas temperaturas ( en hielo), durante el proceso de extraccidn de la glandula
sinusal, luego se mantuvo a 4°C.

E! fijador usado fue glutaraldehido al 3,2%, no resultando lo mas adecuado.

La fijacion 6ptima de los granulos de neurosecrecion de la glandula sinusal, depende del pH
de la solucion amortiguadora y del uso de diferentes concentraciones de aldehidos como fue
discutido por Nordmann y Morris (1980) para Carcinus maenas y Andrew y col.,1976 en
Callinectes sapidus, citado por Dircksen (1992). Este autor refiere que para una mejor
conservacion de las estructuras de la glandula debe usarse como amortiguador el cacodilato
de sodio, en lugar de fosfato y a pH de 7,4,

Sin embargo, Andrew y col.(1976) sefialan como Optimos resultados, el uso de
glutaraldehido como fijador al 5%, en amortiguador de cacodilato de sodio 0,2M a pH 7,3

conteniendo las soluciones lavadoras y las fijadores 5% de sacarosa y 10mM de CaCl .

De acuerdo con lo obtenido en nuestro trabajo, el uso de glutaraldehido al 2,5 %, pH de 7,2,
diluido en agua de mar filtrada es decir acercandonos a condiciones fisiologicas lo mas
proximas al estado natural del animal y realizando el proceso a temperatura ambiente resulta
en una adecuada conservacion del tejido. Esto coincide con lo propuesto por Santander

(1969), cuando trata de soluciones amortiguadoras adecuadas para organismos marinos,
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Nordmann (1977) apunta que la diversidad de granulos de neurosecrecion puede depender
de su estado de maduracion, con tamafio y densidad electronica determinadas, pero sobre

todo influenciada por el pH usado durante el proceso de fijacion del material.

De nuestro trabajo deducimos que la conservacion de las estructuras celulares de la glandula
sinusal, mediante técnicas de microscopia electronica, pudicra depender del estado de
conservacion del animal, de realizar la manipulacion de la glandula en condiciones lo mas
parecida a su medio natural, que medie poco tiempo entre la extraccion de la glandula y la
fijacion del material y tomando en cuenta la temperatura a la cual se realiza la técnica, lo que

debera ser a temperatura ambiente donde ¢ésta no sea muy elevada.

El lumen de la glandula sinusal esta completamente rodeado por axones que estan separados
de éste por una fina lamina basal, lo que coincide con lo descrito para otros crustdceos por

diferentes autores y lo encontrado en nuestros resultados.

En P.schmitti y P.notialis, la técnica de Gomori y de impregnacion argéntica revelaron
agrupaciones de somas neuronales grandes cuyos axones se dirigen hacia la glandula sinusal.
Se considera que sean células de neurosecrecion por su reaccion ante los colorantes
especificos utilizados. Estas agrupaciones de células sugieren ser el organo X u érgano de
Hanstrém, y se ubican en la zona de la médula terminal lo que coincide con lo observado por

Van Herp y col.,(1977) y Cooke y Sullivan (1982), entre otros.

En 1985, Gorgels- Kallen, sefiala que se encontraron 35 somas localizados rostralmente en
la region latero.ventral del organo X de la médula terminal. Las proyecciones axonales de
estas células terminan en la glandula sinusal. Con técnicas inmunocitoquimicas fueron
identificados como secretores de la hormona hiperglicemiante. Este trabajo fue realizado en
el cangrejo de rio, Astacus leptodactylus, y coinciden los resultados con lo obtenido en

algunos grupos de astacidos y palinuridos, asi como en especies de carideos.
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En Carcinus maenas, Dircksen (1992) también describe a la glandula sinusal de tipo
digitiforme y encuentra a nivel ultraestructural las proyecciones en forma de dedos de la

membrana extracelular que separa a las terminales de la circulacion.

A partir de los resultados obtenidos por medio de la microscopia optica y la microscopia
electronica, en relacion con las diferentes terminales axonicas podemos describir a la
glandula sinusal en los camarones estudiados como un érgano formado por diversas
agrupaciones de granulos rodeados de membranas, que confluyen hacia un lumen o espacio
hematico y que vacian su contenido a través de una membrana basal o barrera extracelular

por un proceso de exocitosis.

Inferimos de nuestros resultados que podria estarse liberando sustancias contenidas en los
granulos y que se vierten a la circulacion. Estos granulos deben liberar muchas moléculas
simultaneamente, granulos que se originan en el soma neuronal y que se desplazan o fluyen
hacia la terminal axonica por lo que requieren energia (ATP) y quizas un mecanismo de
movimiento, por lo que encontramos neurotubulos en nuestros cortes que se¢ presentan en
hileras a lo largo de las terminales. De igual manera aparecen numerosas mitocondrias, cuyas
crestas no se disponen muy uniformemente, lo cual es caracteristico de mitocondrias de

invertebrados.

La ultraestructura de la glandula sinusal revela que esta formada por numerosas terminales
axonicas que contienen granulos de neurosecrecion los cuales varian en tamafo y densidad
electronica, Dentro de una misma terminal existen granulos diferentes, algo muy marcado en
la terminal que presenta granulos tipo I. Esto pudiera explicarse teniendo en cuenta el estado
citofisiologico de la estructura donde podrian haber descargado algunos granulos sus
contenidos, podrian no estar maduros todos al mismo tiempo, o podrian existir contenidos
de péptidos diferentes dentro de una misma terminal, lo que habria que demostrar con
técnicas de inmunocitoquimica. Resulta probable como se ha descrito para otros crusticeos,

que encontremos la presencia de dos formas diferentes de una misma hormona, como
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pudiera ser la hormona hiperglicemiante mayoritaria y un isomorfo minoritario de la
hormona hiperglicemiante, aspectos que deberan ser esclarecidos. No obstante, podriamos
inferir que este tipo de terminal que es muy abundante en nuestras observaciones, podria
corresponder con las dos formas de la hormona hiperglicemiante.

Del mismo modo, existen otros grupos de granulos (1l, III, IV) que deben corresponder a
otras hormonas. El tipo V es menos abundante pero no podemos dejar de tenerlo en cuenta
en nuestros resultados, pues podrian contener una hormona especifica 0 compuestos de bajo
peso molecular.

Como hallazgo obtenido de nuestros resultados en relacion a los analisis morfométricos de
los granulos contenidos en la glandula sinusal determinamos que los diametros de los
granulos varian entre 0,04 y 0.1 micrometros y que varian con relacion a se densidad. Al
correlacionar cada terminal axdnica en relacion a estos parametros vemos que existe una
variedad de tamafios y densidades de los granulos, no existe un patron uniforme sino que
podemos encontrar dentro de una terminal granulos pequefios de baja y alta densidad,
granulos medianos de baja y alta densidad, asi como encontrar granulos grandes con baja y
alta densidad. Seria bueno conocer el porciento de los tipos de granulos tomando en cuenta
éstos parametros dentro de cada terminal con el fin de saber si se correlacionan los analisis

cualitativos observados con los resultados morfométricos.

En C.maenas, seglin Dircksen (1992) los diametros de los granulos varian desde 40 y 50
nanometros, hasta 10-50 micrometros y se distribuyen irregularmente dentro de una misma

terminal axonica.

Algunas ramificaciones axonales muestran areas de contactos sinapticos evidentes, con
zonas pre- y post- sinapticas, las pre-sinapticas con vesiculas claras y quizas un cilindro eje
pueda hacer contacto con varias ramificaciones axonales de una hormona determinada. En
A.leptodactylus, Gorgels-Kallen (1985) encontrd un proceso similar, logrando visualizar la
ultraestructura del sistema Organo X- glandula sinusal, marcando con Lucifer Yellow todas

las ramificaciones de las células que producen la hormona hiperglicemiante. Gorgels-Kallen



sugiere la presencia de un neuromodulador aminérgico en los axones presinapticos.
Posiblemente jueguen un papel importante las aminas biogénicas y los nucledtidos ciclicos en

la liberacion de sustancias neurosecretoras desde la glandula sinusal.

La liberacion del contenido neurosecretor se debe realizar por medio de un mecanismo de
exocitosis, que ha de estar mediado por fuerzas quimicas y fisicas. Segin Cooke y
Sullivan(1982) parece ocurrir solo en los puntos donde las terminales estan en contacto con
el neurilema y un incremento en la frecuencia de las imagenes de exocitosis ocurre cuando la
fijacion ha sido acoplada con procedimientos que estimulen la secrecion, como podria ser la

estimulacion eléctrica,

Pensamos que con estudios de iontoforesis, mediante ¢l marcaje con cloruro de cobalto o
cloruro de niquel, podria conocerse el recorrido de los axones hasta la glandula sinusal, asi
como los nervios que parten del ganglio cerebroide hacia esta zona y se plantea que no

todos deben contener actividad neurosecretora.

Por otra parte, pudiera incorporarse al organismo alguna sustancia que induzca el
mecanismo de exocitosis como se encontro en el cangrejo Asiacus leptodactylus, por
Nordmann (1977), donde la inyeccion de serotonina evidencio el proceso de exocitosis y al

mismo tiempo se incrementaron los niveles de glucosa en la hemolinfa de estos animales.

Dircksen (1992), describe a la glandula sinusal de C. maenas como una agrupacion
compacta de terminales axonicas asociadas con células gliales que se agrupan y se conectan
por desmosomas, exhibiendo una apariencia de astrocito, presentando un prominente nucleo
y un pequefio nucleolo y cuyas prolongaciones rodean a las terminales axOnicas. Estas
células glales, alrededor del punto de entrada y salida del seno hemolinfatico central,
impiden que una parte considerable de las terminales axdnicas se pongan en contacto con la
lamina basal que bordea el espacio de la hemolinfa; sin embargo, en la region central de la

glandula sinusal, la mayor parte de las terminaciones neurosecretoras se ponen en contacto
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directo con la lamina basal. Este autor seflala que las células de sostén deben estar
involucradas en procesos de regulacion y control de concentraciones ionicas y de nutrientes

alrededor de las terminales axonicas.

Gupta (1983), seiiala que la presencia de conexiones entre las células neurosecretoras y las
estructuras de almacén que estdn en contacto con la circulacion permiten establecer el
concepto de organo neurohémico, establecido tanto para crustaceos como para vertebrados,

donde estarian el sistema organo X- glandula sinusal y el sistema hipotalamo- neurohipofisis.

La localizacion y ubicacion de la glandula sinusal en las especies tratadas en nuestro trabajo
ha facilitado desde 1995, que un grupo de investigadores tales como Huberman vy col,, se
dedicaran al estudio de las neurohormonas metabélicas en P.schmitt, lo que permitird contar
con anticuerpos que bloqueen la actividad en este caso de la hormona inhibidora de la
vitelogénesis o con la sintesis artificial de antagonicos bloqueadores de los receptores de
esta hormona, sustituyendo el método actual de ablacion ocular, Se hace necesario de hecho,

la identificacion inmunocitoquimica de esta hormona dentro de la glandula sinusal.

Actualmente la ubicacion correcta de la glandula sinusal permite contar con un método
seguro para su eliminacion mediante la ablacion ocular, técnica usada como método de
induccion de la maduracion en la generalidad de las especies del género Penaeus, de

importancia comercial.

La regulacion de los principales procesos fisiolégicos en estos animales se logra a través de
la interaccion via control nervioso y endocrino, por lo que el estudio de las estructuras
involucradas en los mecanismos de neurosecrecion, demuestran la relacion morfofuncional

de los dos sistemas vitales para su existencia.
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CONCLUSIONES:

Se propé)ne una metodologia para microscopia electronica que incluye fijacion por perfusion
de glutaraldehido 2.5% en agua de mar filtrada, y un posterior procesamiento estandar y
anélisis de las muestras para futuros estudios histologicos y ultraestructurales del pedinculo
ocular y la glandula sinusal en este grupo de decapodos. Estos estudios se realizan por
primera vez en las especies tratadas en el presente trabajo, lo que aporta datos al

conocimiento de la biologia de estos camarones peneidos.

El conocimiento de la posicion anatomica de la glandula sinusal localizada en la region
dorsolateral del pedunculo ocular descrita para este grupo de animales, podra ser utilizada
posterioromente para lograr disecarla, extaerla, obtener un extracto crudo, purificar y

caracterizar bioquimicamente las hormonas contenidas en ella.

En camarones peneidos, la glandula sinusal aparece como un conjunto de terminales
axonicas ramificadas y ensanchadas rodeadas de lagunas de hemolinfa. Contiene numerosos
granulos de neurosecrecion que deben ser liberados por exocitosis a la circulacion .
Constituye un organo neurohémico cuyo contenido de sus granulos corresponden a la
actividad secretora de neuronas peptidérgicas ubicadas en el 6rgano X de la médula terminal

del nervio éptico.

La utilizacion de las técnicas de microscopia electronica aplicada al estudio de la glandula
sinusal constituye un aporte al conocimiento de esta estructura por cuanto nos permitid
proponer la existencia de al menos cuatro tipos diferentes de granulos de secrecion en
Penaeus duorarum distribuidos por numerosas terminales axonicas, que difieren en tamafio y
densidad intra- e interterminales debiendo corresponder con contenidos peptidicos, que
representan hormonas las cuales estimulan o inhiben determinados procesos fisiologicos en

estos animales,
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LEYENDA:
cgl - células globulares
g - granulos
lc -lumen central
LG -lamina ganglionar
m - membrana
mb - membrana basal
ME - médula externa
MI - médula interna
mi - mitocondrias
MTGX - complejo organo X-médula terminal
MT - médula terminal
n - nicleos
ncg - nucleo célula gigante
ng - neurona gigante
nl -nucleolo
NO - nervio 6ptico
nt - neurotubulo
O - aparato optico
T - terminacion nerviosa
tc - tejido nervioso
$ - sinapsis
SG - glandula sinusal
sn - somas neuronales

- vesiculas

<

vc - vesiculas claras
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