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L. RESUMEN.

En este trabajo se determind la existencia de una variacion en el area de
inmunorreactividad a serotonina (5-HT) en la retina del acocil Procambarus
clarkii en tres etapas postembrionarias, a tres diferentes horas del dia (8:00, 15:00
y 20:00 hrs).

Para llevarlo a cabo se utilizaron técnicas inmunohistoquimicas, las
preparaciones se analizaron en un digitalizador de imagenes vy anélisis
estadisticos.

Los resultados indicaron diferencias en el area de inmunorreactividad a
serotonina en la retina de!l acocil, entre las tres edades investigadas. En la etapa
postembrionaria I no hay diferencia estadisticamente significativas (p > 0.05) entre
las tres horas del dia. En el estadio postembrionario Il y el animal juvenil hay
diferencias significativas que muestran una mayor inmunorreactividad a las 15:00
hrs (p < 0.05).

Estos resultados sugieren la existencia de cambios ritmicos de naturaleza
ultradiana a circadiana, en la retina durante e! desarrollo postembrionario del
acocil. Estos cambios son similares a los encontrados en los mismos estadios de

desarrollo, en el estudio del ritmo de amplitud de la respuesta eléctrica a la luz.




I1. INTRODUCCION.

1. GENERALIDADES DEL ACOCIL.

El acocil es un crusticeo, malacostraceo, perteneciente al Orden
Decapoda. En México existen diferentes especies.~Una es Procambarus clarkii,
una especie introducida, que se ha adaptado para habitar en sistemas lénticos;
con verano seco y lluvias periédicas abundantes. Esta especie posee una enorme

capacidad de adaptacion, tanto metabdlica como conductual (Hogger, 1988).

1.1. TAGMOSIS.

Dorsalmente el cuerpo del acocil se divide en dos regiones, la anterior, que
es el cefalot6rax, y la posterior, que es el abdomen (Fig. 1).. Como todos los
malacostriceos éste animal presenta 20 segmentos corporales; la tagmosis del
acocil es la siguiente: un par de anténulas, un par de antenas, la mandibula,
maxilulas, maxilas, tres pares de maxilipedos, cinco pares de pereépodos, de los
cuales los tres anteriores son quelados y los cuatro posteriores estan adaptados
para caminar, cinco pares de pleépodos, un par de urépodos y el telson, que es
postsegmental, regién en donde se localiza el ano; en los machos el primero y

segundo par de ple6podos estan modificados para la cépula (Holdich y Reeve,
1988).




Figura 1.- Esquema de la tagmosis del acocil. CT, cefalotérax; A, abdomen;
U, urépodos; T, telson; 1 - 5, pere6podos; | - VI, apéndices abdominales debajo
de los que se localizan los ple6podos.
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1.2. CRECIMIENTO.
El acocil tiene un desarrollo directo, su desarrollo larval se manifiesta en la

etapa embrionaria. Sin embargo, postembrionariamente presenta cambios

morfolégicos importantes. El crecimiento se da cuando el animal muda, ya que su
cuerpo se encuentra cubierto por un exoesqueleto, el cual estid formado por una
epicuticula (compuesta por sales de calcio, proteinas y lipidos) y una procuticula
(con quitina, sales de calcio y proteinas). Para alcanzar la etapa de madurez
sexual el acocil pasa por once mudas. La temperatura del agua en la que se

encuentran puede acelerar la frecuencia de la muda (Suk6o, 1958).

1.3. REPRODUCCION.

El apareamiento de esta especie se lleva a cabo en los meses de octubre y

noviembre, en esta temporada las hembras presentan el ovario con 6évulos

abundantes y los machos presentan espermatozoides en un espermatéforo, en
una masa de color iechoso. El macho introduce el espermatoforo en la hembra,
llevandose a cabo la fertilizacion interna, se da la oviposicidon. Los huevecillos
miden aproximadamente 2 mm y se encuentran unidos a los pledpodos gracias a
una secrecion adhesiva; cada hembra presenta entre 60 y 250 huevecillos
dependiendo de la edad y el tamario que ésta tenga. Tres semanas después de
que la hembra oviposita, se produce la eclosién de los huevecillos. Los acociles
recién nacidos miden entre nueve y once milimetros de largo, estos animales se
encuentran cubiertos por el corion, el cual se abre longitudinalmente saliendo las

crias de entre las dos mitades (Sukd, 1958).




1.4. ETAPAS DEL DESARROLLO POSTEMBRIONARIO.

1.4.1. ETAPA POSTEMBRIONARIA 1.

Al despojarse de la membrana embrionaria, el acocil se encuentra en la
etapa postembrionaria 1 (POI). Esta etapa dura Hasta 10 dias después de la
eclosién, tiempo en el que los acociles permanecen adheridos a los pledpodos de
la madre. Los animales tienen el cefalotérax lleno de vitelo (Hafner et a/., 1982),
por lo que éste es mas grande que los ojos. Los 0jos son sésiles y sélo el 25% de
los fotorreceptores presentan pigmento. Las antenas y anténulas son curvas y no
presentan receptores pilosos. El telson y los urépodos no estan diferenciados
como apéndices separados (Sandeman y Sandeman, 1990) (Fig. 2). En esta etapa,
el animal es de habitos diurnos. Este animal muda después de cinco u ocho dias,

si el agua tiene una temperatura de 22 °C.

1.4.2. ETAPA POSTEMBRIONARIA II.

Al salir los animales de la primera muda, entran en la etapa
postembrionaria Il (POII). Los acociles que estan en esta etapa tienen de 10 a 28
dias de edad después de la eclosién, éstos empiezan a reptar en el sustrato,
desprendiéndose y prendiéndose de la madre. En esta etapa, los acociles
presentan menos cantidad de vitelo en el cefalotérax, por lo que se ven mas
delgados que en la etapa anterior. Los ojos son pedunculados y el 50% de los
fotorreceptores poseen pigmento. Las antenas son mas largas que en la etapa
anterior, pero todavia no tienen pelos receptores; los animales ya se pueden
mover libremente, pero no son muy activos y al final de este estadio el vitelo es
muy poco (Sandeman vy Sandeman, 1990) (Fig. 3). Groso modo son muy

8




Figura 2.- Estadio postembrionario | (Tomado de Andrews, 1922).

Figura 3.- Etapa del desarrollo postembrionario Hl (Tomado de Andrews,
1922).




parecidos al adulto (Hafner et al., 1982). Posteriormente el animal muda para dar

lugar al primer estadio juvenil (A1).

1.4.3. ETAPA JUVENIL.
Después de la muda, por su morfologia externa, el animal parece un aduito

muy pequeno; ya no se prende de la madre. Los animales son de color café
verdoso, tienen mucho .movimiento y se alimentan de vegetales verdes,
moluscos, larvas de insectos acuaticos, detritos y/d de posibles restos de vitelo
(los que aun lo conservan), ademas se puede presentar canibalismo (Goddard
1988). Las antenas y las anténulas poseen ya receptores pilosos. Conforme avanza
el desarrollo el acocil va adquiriendo h4bitos nocturnos; este juvenil tardara

alrededor de un ano en alcanzar la etapa aduita (Sukd, 1954; Castarién-Cervantes

et al., 1995) .

1.5. SISTEMA NERVIOSO.

El sistema nervioso central del acocil adulto es ganglionar, esta formado
por dos cordones nerviosos ventrales que unen a varios ganglios en forma de
escalera, el ganglio cerebroide (ganglio supraesofagico), ganglio subesofagico,
cinco ganglios tordcicos y cinco ganglios abdominales; de cada ganglio salen los
nervios que inervan diferentes apéndices (Fig. 4). El ganglio cerebroide se divide
en tres regiones: a) protocerebro, que inerva la regién 6ptica; b) deutocerebro,
que inerva anténulas; y <) tritocerebro, que inerva antenas e intestino; el ganglio
cerebroide es considerado como una serie de ganglios fusionados (Maynard,

1965).
10
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Figura 4.- Esquema de la cadena ganglionar en el acocil. CT, cefalotérax;
AB, abdomen; GC, ganglio cerebroide; GS, ganglio subesofagico; T1 -T5, nervios
toracicos 1 a 5; A1 -A6, nervios abdominales 1 a 6. (Redibujado de Sandeman,
1982).
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En la etapa POI, el ganglio cerebroide presenta gran cantidad de cuerpos
celulares en relacién al espacio neuropilar, en él se presentan neuronas secretoras
de gran tamano. En POII y juvenil el neurdpilo ocupa una mayor porcién que la
region celular; hay mas vasos sanguineos. En el juvenil los cuerpos celulares estan
mejor organizados. La organizacion sindptica en los neurodpilos y el niamero de
fibras en el quiasma central y en la comisura oifatoria son mucho menos en POl y

POl que en el juvenil y adulto (Mendoza-Gonzalez et al., 1995).
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2. MORFOLOGIA DEL LOBULO OPTICO DEL ACOCIL ADULTO.

El acocil presenta ojos de tipo compuesto, pedunculados, localizados en
posicion anterodorsal del cuerpo y separados por el rostro. A partir de la etapa
POIl la superficie de cada ojo estia cubierta por una cérnea con pequenos
cromatdéforos (Hafner et al.,, 1982). La cérnea de!l aaulto es de aproximadamente
60 nm de ancho. Posterior a ésta se localiza la retina, por debajo de la cual se
encuentra un espacio vascular, al que le sigue un neurépilo no muy bien
definido, la lamina ganglionaris. En seguida se encuentran tres neurdpilos bien
definidos, los cuales son: la médula externa, la médula interna y la médula
terminalis (Mainard, 1962). En el adulto la lamina ganglionaris y las médulas
estan constituidas por una regién fibrosa central formada por fibras nerviosas, glia
y algunas neuronas, y una regién periférica formada por células nerviosas con
diferentes caracteristicas, como las neurosecretoras de tipo 1 (presentan granulos
de 1000-1700 A de didametro), las neurosecretoras de tipo 2 (contienen granulos
de 1500-2000 A), las neuronas que tienen granulos de 600-1000 A, y neuronas
que no poseen granulos, s6lo presentan vesiculas claras de 300-550 A de
didmetro (Shivers, 1967). En posicion anterior y hacia un costado de la meédula
terminalis, aparece el cuerpo hemielipsoidal, que es un neurdpilo glomerular.
Hay dos quiasmas, el externo que se encuentra entre la médula externa vy la
interna, y el interno que se localiza entre la médula interna y la terminalis; entre
la médula externa y la interna, hacia la regién lateral externa, se encuentra un
conjunto de terminales axénicas rodeada de senos venosos, la gldndula sinusal, vy
hacia la region frontal fateral interna de la médula terminalis esta el o6rgano-X

13




constituido por células neurosecretoras, cuyos axones terminan formando la

glandula sinusal; por ultimo, de la médula terminalis sale e! tracto 6ptico, o
también llamado nervio 6ptico, que ilega al ganglio cerebroide,

(Sandeman,
1982) (Fig. 5).

La médula interna, la terminalis y el cuerpo hemielipsoidal, derivan

embrioldgicamente del ganglio cerebroide (Elofsson, 1969; Elofsson y Dahl,
1970), de la region que corresponde al protocerebro medio, podrian intervenir en
la integracién olfatoria (Sandeman, 1990). En la periferia de estas meédulas se
localizan neuronas; y en ia region central, el principal constituyente de cada
médula es el neurdpilo, formado por senos venosos, células sanguineas y glia. El
tracto nervioso presenta células gliales, que se caracterizan por la forma alargada
o irregular, su nicleo es elongado y tiene muy poco citoplasma.

Los quiasmas estan constituidos por fibras nerviosas, ascendentes vy

descendentes, las que provienen de neuronas que se encuentran en diferentes
partes del l6bulo Optico. Al parecer los quiasmas se formaron por el giro de los

neurdpilos que conforman las médulas durante el desarrollo (Elofsson y Dahl,
1970).
La glandula sinusal,

es una estructura neurohemal muy vascularizada

formada por provyecciones axonicas (neuritas) de la médula externa, interna,

quiasma interno y del 6rgano-X, los cuales vierten sus secreciones, a una porcién
vascular. La glandula sinusal y el 6rgano-X, son el lugar de almacenamiento y de
liberacién, respectivamente, de las neurohormonas responsables de la regulacion

de las funciones metabodlicas que permiten la adaptacion ambiental; como la

regulacion de azidcar en la hemolinfa, la adaptacién a la luz, la muda, etc.

14




Figura 5.- Esquema del |6bulo éptico del acocil adulto. R, retina; LG,
lamina ganglionaris; QE, quiasma externo; Me, médula externa; QIl, quiasma
interno; MIl, médula interna; MT, médula terminalis; TO, tracto 6ptico; GS,
glandula sinusal; O-X, 6rgano X; H, cuerpo hemielipsoidal (Redibujado de
Sandeman et al., 1988).
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(Rudolph y Spaziani, 1990). Esta estructura se ha propuesto como una regién
fundamental para la regulacidon de la posiciéon de los pigmentos retinianos y
tegumentarios, asi como de hormonas que intervieqen en el ritmo de sensibilidad
ala luz y el ritmo motor. Asf también, participa en la regulacion de los eritroforos
(Aréchiga et al., 1992) y tal vez al mantenimiento de los ritmos circadianos
(Cooke y Sullivan, 1982), éstos autores identificaron el tracto que une a la
glandula sinusal con el 6rgano-X.

El organo-X estd formado por células ganglionares neurosecretoras que
presentan un gran ntcleo (de 12 a 16 um), y poco citoplasma. Al parecer es aqui
en donde se secretan algunas hormonas que se almacenan en la glandula del
sinus, como la hormona inhibidora de la muda ((HIM), la hormona
hiperglicemiante de crustaceos (CHH), la hormona dispersora del pigmento rojo
(RPDH), etc. (Rudolph y Spaziani, 1990).

Shivers (1967) describié dos tipos de neuronas presentes en el 6rgano-X,
sin embargo en el microscopio 6ptico no se puedeﬁ distinguir facilmente una de
la otra. Las neuronas que secretan una neurohormona, que pasa a lo largo de los
axones y se libera al sistema vascular, al parecer estan relacionadas con el
desarrollo. El otro tipo de neuronas son las que sintetizan un producto que pasa a
lo largo de los axones hacia el botén sinaptico donde se libera como un
transmisor, también Ilamado neurohumor. Las neuronas secretoras de
neurotransmisores, se piensa que estan involucradas en el control de los

cromatoéforos y en la actividad de los pigmentos de la retina.
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2.1. RETINA.

Elofsson y Dahl (1970) propusieron una teoria que explica el desarrollo de
la retina, los neurdpilos y los quiasmas. Esta teoria sugiere que en el disco 6ptico,
a partir del neuroectodermo se forma la zona de proliferacién; de donde se
desarrollan la retina, la lamina ganglionaris y las médulas externa, interna y
terminalis. Esta zona abastece de células a éstas regiones, durante el desarrollo
(Elofsson, 1969; Elofsson y Dahl, 1970).

La retina esta compuesta por 2500 omatidias, que son las unidades basicas
de la fotorrecepcién, los fotorreceptores de una omatidia forman una via SOptica
comun; el campo de vision en todas las células de cada grupo puede ser idéntico
(Fig. 6). Cada omatidia es un elemento 6ptico individual en el que las estructuras
especializadas en la absorcién de luz se encuentran en el centro (Shaw y Stowe,
1982). La superficie externa del ojo estd cubierta por una cérnea, ésta forma el
limite 6ptico entre el medio ambiente liquido o gaseoso y el medio acuoso que
constituye el cono cristalino, este cono es la estructura éptica que conduce la luz
hacia las células fotorreceptoras. La cérnea es secretada por pequenas ceélulas
corneagenas, dos por omatidia. Estas células se encuentran inmediatamente por
debajo de la cérnea. El cono cristalino es una estructura compuesta por porciones
de varias células cuyas partes centrales son transparentes; en cada omatidia
existen cuatro células detl cono cristalino. La luz incidente, después de pasar a
través de la cérnea y el cono cristalino, es absorbida por cada rabdémero. Los
rabddmeros estdn formados por miles de invaginaciones de la membrana de los
fotorreceptopres densamente empacados, llamados microvilli o
microvellosidades, éstas a su vez se componen de filamentos en las células R1,

17




R2, R5 y R6 las microvellosidades corren dorsoventraimente, con respecto al eje
del cuerpo, y en las células R3, R4 vy R7 se encuentran orientadas
horizontalmente. Cada omatidia constituye una subunidad y comprende un
numero fijo de 8 células retinulares; las microvellosidades de 7 de éstas células
(R1-R7) forman un rabdomo central constituido por la unién de rabdémeros
individuales, la octava célula retinular no contribuye al rabdomo principal, sino
que forma un rabdomo pequeino, que probablemente actda como un filtro de luz,
antes de que ésta llegue al rabdomo principal. El rabdomo es una estructura
especializada en la captacién de fotones (Nassel, 1992).

El rabdomo principal contiene altas concentraciones de un pigmento
fotosensible, la rodopsina, el cual puede ser convertido por ciertas longitudes de
onda (500 - 600 nm) a metarrodopsina, también fotosensible. El pigmento que se
encuentra en el rabdémero accesorio presenta una sensibilidad espectral diferente
(400 - 500 nm), sensibilidad que se ha asociado a la luz azul y particularmente al
violeta (Goldsmith, 1972). Los axones de las células retinulares se extienden
hacia la membrana basal, rodeando a estos axones se pueden localizar senos
venosos. Debajo de la membrana basal se encuentra un area altamente
vascularizada, que puede estar relacionada con el control neurohumoral de la

actividad de los pigmentos de la retina (Shivers, 1967).

2.1.1. PIGMENTOS ACCESORIOS.

El aparato de blindaje pigmentario basico, consiste de pigmentos obscuros,
que en los crustaceos no se han estudiado del todo, y al parecer estdn formados
por omocromos como la melanina y pterina (Ghidalia, 1985). Entre estos
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pigmentos se encuentran: el pigmento proximal, que esta en las células
retinulares; el pigmento distal en las células pigmentarias distales; y un pigmento
reflector de luz, en las células de pigmento reflejante. A estas Ultimas también se
les llama células del pigmento secundario o células del tapetum, y estan situadas
en la membrana basal; en el acocil, el pigmento refiejante parece ser inmovil,
puesto que no se desplaza (Page y Larimer, 1975). Los cambios de sensibilidad a
la luz-obscuridad de los componentes oculares son el resultado de procesos
fotoquimicos, neurales y fotomecanicos. En las omatidias las adaptaciones
fotoquimicas y neurales estan intrinsecamente relacionadas con propiedades de
las células retinulares y con otras células extrarretinulares. La adaptacion
fotomecanica principal incluye ciertos cambios morfolégicos en células
retinulares asi como movimientos reversibles de granulos de pigmento blindante.
Cuando los animales estan expuestos a la luz, los pigmentos se dispersan a lo
largo de la omatidia blindando la entrada de luz, y cuando el animal se encuentra
en obscuridad se agregan permitiendo su entrada. La redistribucién de los
pigmentos biindantes ayuda a controlar la apertura del campo de visién de la
omatidia. Los pigmentos retinulares actgan como. filtros de color; cuando los
pigmentos estan en posicion de adaptacion a la luz el pico de sensibilidad

espectral cambia hacia longitudes de onda mas largas (Goldsmith, 1972).
2.1.1.1. PIGMENTO DISTAL.
Entre las omatidias se encuentran las células esbeltas del pigmento distal,

que contienen granulos de pigmento denso, denominado pigmento distal (Fig. 6),
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Figura 6.- A) Esquema de omatidias en adaptacién a la luz, B) Esquema de
omatidias en adaptacién a la obscuridad, C) Esquema de una omatidia fijada, en
donde se observa la diferencia morfolégica con respecto a las omatidias sin fijar.
C, cornea; CE, células corneagenas; Cc, células del cono cristalino; CC, cono

T, ceélulas del

cristalino; Cr; nicleos de las células retinulares; R, rabdomo;

tapetum; MB, membrana basal; A, axones de las células retinulares; PD, pigmento

distal; PP, pigmento proximal (Redibujado de Waterman, 1961 ).
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el cual se mueve dependiendo del grado de adaptacién a la luz que tenga el ojo.
Estas células también llamadas células del pigmento primario, del pigmento
distal, células obscuras o células pigmentarias absorbentes, se encuentran
rodeando al cono cristalino y se extienden apicalmente hacia la cérnea y
subapicalmente hacia la membrana basal. Durante la adaptacién a la luz éste
pigmento se mueve proximalmente, formando una cubierta alrededor del cono vy
tracto cristalino. Durante la adaptaciédn a la obscuridad, el pigmento migra
distalmente hacia la c6rnea. La migraciéon de éste pigmento no es causada por
una accion directa de la luz en las células del pigmento distal, sino que es
mediada por factores humorales. La hormona dispersora del pigmento distal actua
sobre ¢l produciendo la dispersién de los granulos durante la iluminacion, en
tanto que la hormona concentradora de eritr&foros desplaza el pigmento distal en
obscuridad (Aréchiga et al., 1992)

2.1.1.2. PIGMENTO PROXIMAL.

En el citoplasma de las células retinulares R1 a R7, existen granulos de
pigmento blindante, llamado pigmento proximal (Fig. 6); estos generalmente se
encuentran ausentes en la célula accesoria R8; son de color café o negro,
compuestos de omocromos. En el microscopio electrénico se pueden detectar
como granulos densos, limitados por una membrana que puede ser de tamario
uniforme o diferente, y miden de 0.1 a 0.7 um de didametro. El pigmento proximal
durante la adaptacién a la luz rodea al rabdomo, en tanto que durante la

adaptacion ala obscuridad se mueve hacia abajo de la membrana basal. Este
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pigmento migra como una respuesta directa a la luz de las células retinulares. Se
ha propuesto que en las células retinulares del acocil, la luz induce el incremento
de la concentracién de iones de calcio libre, que parece ser el detonante de la

migracién de los pigmentos (Frixione y Aréchiga, 1981).

2.2. CAMBIOS ESTRUCTURALES EN LA RETINA DURANTE EL
DESARROLLO DE LOS DECAPODOS.
En estudios realizados con el camarén Penaeus duorarum, que es un

malacostraceo al igual que el acocil Procambarus clarkii, se observé que

conforme progresa el desarrollo postembrionario, hay un incremento del numero
de omatidias asf como un alargamiento pronunciado de los neurépilos Opticos. La

orientacion y estructura de las médulas cambia, la médula externa gira 90 grados

de la posicién original formandose el quiasma, lo anterior origina que el

incremento en el desarrollo del quiasma sea muy evidente. En estos

malacostridceos, a diferencia del resto de los crustdceos se presenta una meédula
mas, proponiéndose a la médula interna como una especializacién de la médula
terminalis (Elofsson, 1969).

En la etapa POI, los ojos del acocil Procambarus clarkii son sésiles, los

I6bulos Opticos parecen estar unidos por la parte central; la lamina ganglionaris, y
las médulas externa, interna y terminalis ya estdn presentes aunque no se
encuentran bien diferenciadas una de la otra. Todas presentan senos venosos en
la regidn central de sus neuro6pilos, los cuales son de forma circular, excepto el de
la ldAmina ganglionaris; el quiasma externo ya se puede observar y el interno no es
muy claro; los tractos 6pticos son muy cortos y delgados en comparacién con el
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POIl y juvenil, éstos presentan células gliales. En el POII fas meédulas van
adquiriendo una posicién longitudinal una con respecto a la otra; el tracto 6ptico
es mas largo que en POI; los neurdpilos van ocupando mayor area que la regién
celular y tienen forma ovalada. En la etapa juvenil las médulas adquieren una
posicion completamente longitudinal una con respecto a la otra; la lamina
ganglionaris y médula externa tienen forma arrinonada, la médula externa es
ovalada, y la terminalis tiene una forma piramidal invertida; toda la forma vy
caracteristicas del pediinculo ocular en el juvenil son similares a las del adulto,
unicamente que en el juvenil son mas pequenas (Garcia-Rivera et al., 1994).

Hafner y colaboradores (1982) realizaron estudios morfoldgicos en la retina
del acoci! durante el desarrollo, proponiendo una divisiéon del disco 6ptico en
dos, la porcién anterior y la porcién posterior. En la etapa POI, la porcién anterior
se encuentra en actividad mitética y/o en diferenciacidon celular, siendo una
fuente de nuevas células retinulares; en la porcién posterior se encuentran los
racimos proto-omatidiales, los largos rabdémeros se extienden hacia la membrana
basal y los axones de las células retinulares se extienden por debajo de la
membrana basal, subdividiendo el espacio vascular (Fig. 7). La formacién de
pigmentos blindantes en las células retinulares es mdas notoria en la regién
posterior. No es clara la separacion de los pigmentos proximal y distal.

En POII, en la porcién anterior contintan djferenciéndose los elementos
celulares; en la posterior se da un alargamiento del cono cristalino, hacia los
rabdomos (Fig. 8). En adaptacion a la obscuridad, se observa una clara separaciéon
del pigmento distal y proximal.

Se ha sugerido que hay un aumento en los paquetes de microvellosidades

23




Figura 7.- Retina del acocil en la etapa POI.

Figura 8.- Retina del acocil en la etapa POILI.

P, porcién posterior; A, porcion anterior; L, lamina ganglionaris; PZ, zona

de proliferacién; M, médula externa; r, rabdomos; las flechas indican el cono
cristalino bien diferenciado (Tomado de Hafner et al., 1982).
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que forman al rabdomo durante el desarrollo, aunque el nimero de filamentos,
que forman las microvellosidades, decrecen en un 50% (Hafner et al., 1991).

Es minimo el trabajo de investigacion que se ha llevado a cabo en el
desarro!lo del ojo compuesto de los crustaceos y particularmente en el acocil.
Hafner ha sido de los pocos autores, si no es que el unico, que recientemente ha
estudiado el desarrollo postembrionario de la retina del acocil. Debido a ello es
de suma importancia continuar realizando estudios de los pedunculos oculares
del acoci! durante la ontogenia, para incrementar el conocimiento en ésta area de

investigacion.
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3. RITMOS BIOLOGICOS.

Un ritmo biolégico es un fenémeno de la materia viva que se presenta en

el tiempo mostrando una periodicidad constante. Gracias a estos ritmos, los seres

vivos pueden detectar cambios de humedad, de Iuz, de temperatura vy

disponibilidad de alimento, produciendo variaciones ciclicas entre predadores y
depredados. Ejemplos de ritmos biol6gicos son: la menstruacién, el ciclo estral, la
hibernacién, la migracién, la floraci6on, la frecuencia respiratoria, la frecuencia

cardiaca, etc.
La mayoria de los seres vivos han tenido
claramente las estaciones del ciclo anual, presentando asi una gran capacidad de

la necesidad de detectar

adaptacion para poder identificar los cambios en los periodos de dia-noche, que
estan relacionados con los movimientos de rotacién y traslacién de la Tierra
(Pitendrigh y Minis, 1964). Los cambios ciclicos ambientales pueden sincronizar
algunos de éstos ritmos endbégenos, entre ellos estan la temperatura y la luz que
es considerada como la senal mas importante, estos grandes cambios determinan
la actividad de los distintos organismos (tanto depredadores como depredados),
que se ve afectada por esas variaciones periddicas. Los sistemas bioldgicos son
capaces de mantener su ritmicidad, aun en condiciones ambientales constantes,
lo cual indica que los mecanismos generadores'de éstos son de naturaleza
endégena. Hay evidencias de ritmos bioldgicos en el comportamiento de algunos
seres vivos. Alejandro el Grande (siglo IV A.C.), reporté movimientos diarios de
las hojas y pétalos de las flores, Andréstenes (siglo IV A.C.) reporté que el
tamarindo Tamarindus indigus, abria sus hojas en el dia y las cerraba durante la
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noche, aunque en esos tiempos éstos ritmos sélo se interpretaban como una
respuesta pasiva al ciclo ambiental. Uno de los prin';eros registros formales que se
realizaron con respecto a los ritmos y a su endogenicidad, fueron hechos por el
astronomo Mairan, en 1729; é! estudio el movimiento de las hojas de una planta
(Mimosa pudica), y observé que esta planta abria sus hojas en el dia y las cerraba
en la noche, posteriormente se colocé a la planta aislada de la luz solar y seguia
presentando el mismo comportamiento. En 1910 el fisico suizo August Forel
observé que durante el desayuno llegaban abejas a ese lugar, a la misma hora y
durante varios dias, aun cuando no hubiera desayuno. Por lo anterior, Forel
sugirio que las abejas podrfan tener una memoria para el tiempo (zeitgedachtnis).
Posteriormente se tratd de poner alimento cada 19 o 48 hrs y las abejas no
tuvieron capacidad para reconocer éste patrén. También Erwin BUnning (1935)
demostré que el ritmo circadiano en plantas e insectos era genéticamente
heredado (Citados en Moore-Ede et al., 1982).

Los ritmos biolégicos se clasifican, dependiendo de la frecuencia o el
periodo con el que se presentan en: ultradianos, circadianos e infradianos
(Aschoff, 1981B). El ritmo ultradiano define un fendmeno que se presenta
recurrentemente en periodos menores a 19 horas; el circadiano, corresponde a un
ritmo con un periodo de aproximadamente 24 horas; y el infradiano es un ritmo
con una frecuencia mayor a 29 horas. Ademas de éstos, también existen otros
ritmos, como los circa-anuales, que se presentan cada ano, los tidales (mareales),

etc.
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3.1. RITMO CIRCADIANO.

La palabra circadiano proviene del latin Circa que significa cerca de y dies
que significa dias. Este término fue utilizado por Franz Halberg en 1959 (citado
en Aschoff 1981A), para describir ciclos de aproximadamente 24 horas, que son
generados endégenamente por un organismo. Desde los 1950's Colin Pittendrigh
(citado en Pittendrigh y Minis 1964) ha realizado estudios sobre los ritmos
circadianos demostrando que el ritmo no es un fendmeno aprendido. Se ha
comprobado la endogenicidad y sincronizacibn de este tipo de ritmos con
factores externos que también se repiten una vez cada 24 horas, como por
ejemplo los cambios nictamerales (dia-noche).

Existe un reloj bioldgico interno constituido entre otros elementos por uno
o varios marcapasos capaces de sincronizar a éstos ritmos endégenos. EI
marcapaso circadiano, seguramente en todos los organismos, es sincronizado por
los cambios externos ciclicos en el dia.

En Procambarus clarkii se ha observado que el movimiento de los
pigmentos retinianos, proxima! y distal presentan un ritmo circadiano (Page y
Larimer, 1975; Larimer y Smith, 1980). Lo anterior va acompanado por una
variacion circadiana en la sensibilidad retiniana, la cual se puede determinar
mediante los cambios en la amplitud del electrorretinograma (ERG). La amplitud
del ERG, es mayor cuando los pigmentos estdn en posicion de adaptacién a la
obscuridad y es menor cuando estdn en posicion de adaptaciéon a la luz (Rao,
1985). Sin embargo existe cierta ritmicidad del ERG que puede ser independiente
de la migracion de pigmentos.

Recientemente se han descubierto cambios anatébmicos circadianos en el
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16bulo 6ptico de la mosca Musca domestica. El tamano de las células y de los
axones aumenta en el dia y disminuye por la noche, mostrando una densidad
sindptica mayor durante la noche (Meinertzhagen y Pyza, 1996). En el I6bulo
optico de este animal existen dos tipos de interneuronas monopolares, L1 y L2,
estas interneuronas se encuentran en la lamina, el primer neurépilo del I6bulo
Optico. Estas interneuronas presentan axones que sufren cambios ciclicos en su
didametro; al parecer estos cambios son de naturaleza circadiana debido a que los
axones son de gran tamano al iniciar el dia, y muy pequenos en la noche, cuando
la mosca se mantiene en periodos de 12 horas de luz y 12 de obscuridad. En
condiciones de luz constante, los axones incrementan su tamafo, pero no
muestran cambios ciclicos a lo largo de las 24 hrs; y cuando los axones se
encuentran en obscuridad constante, las células L2 vuelven a mostrar cambios
ciclicos en su tamano. Al parecer, la exposiciéon a la luz u obscuridad puede
iniciar los cambios circadianos. Los mecanismos mediante los cuales se producen
estos cambios aun no son claros, aunque se han propuesto tres posibilidades que:
1) estén involucrados flujos i6nicos, 2) sea un efecto secundario de cambios

osméticos, o 3) estén involucrados por o menos dos procesos independientes

(Pyza y Meinertzhagen, 1995).
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4. LA SEROTONINA (5-HT) EN LAS DIVERSAS FUNCIONES DE LOS
INVERTEBRADOS.

La serotonina (5-HT) es una monoamina -que se forma a partir del
aminoacido triptofano, que por la enzima triptofano hidroxilasa, se convierte en
5-hidroxitriptofano, éste a su vez, mediante la accion de la enzima 5-
hidroxitriptofano descarboxilasa forma la 5-hidroxitriptamina (5-HT) o serotonina
(Nicholls et al., 1992). En los invertebrados, las aminas funcionan tanto como
neurotransmisores, como neuromoduladores y como neurohormonas. La
serotonina se ha encontrado en varios ganglios del sistema nervioso central, los
pedunculos oculares y hemolinfa de los crustaceos (Sandeman et al., 1988; Beltz
y Kravitz, 1983).

Hay evidencias de que las aminas regulan funciones motoras, y son
moduladoras de la funcién sensorial y de la actividad interneuronal en los
anélidos, artré6podos y moluscos al igual que en los vertebrados (Walker vy
Holden-Dvye, 1989).

En Aplysia, la serotonina facilita la entrada sensorial del reflejo de
retraccién branquial y los reflejos alimenticios. En los ofiuridos, influye en el
aumento del nado de las larvas y la concentracién de ésta aumenta conforme
avanza el desarrollo embrionario y larval, presentando mayor concentracion de
serotonina en el momento de la eclosién. En la langosta, modula la programacion
motora y central para la flexién mediando asi {a postura extensora (de defensa) y
la flexora (de agresién). La serotonina también participa en los procesos visuales,
cambiando la fase del ritmo circadiano de la actividad del nervio 6ptico en ojos
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aislados de Aplysia, (Eskin et al., 1982) e incrementa la sensibilidad visual en
Limulus (Barlow et al.,, 1977).

Goldberg y colaboradores (1986) y Goldberg y Karter (1989) demaostraron
que la serotonina esta presente en el sistema nervioso de embriones del molusco
Helisoma y puede actuar como un regulador del desarrollo. Estos autores
encontraron que hay un aumento en la expresién a serotonina en diferentes
neuronas en las etapas postembrionarias.

En el acocil, la serotonina incrementa la frecuencia de los potenciales de
accion neuromuscular en las terminales motoras y parece que afecta la actividad
de las motoneuronas en los ganglios centrales, y la transmisién neuromuscular
periférica.

En el cerebro del acocil Cherax destructor, tanto en el adulto como en las
fases juveniles, se han encontrado células que contienen serotonina; unas estan
asociadas con los sistemas aferentes, como las que se encuentran en los lébulos
accesorio y olfativo; otras estidn asociadas con los sistemas neuropilares, como las
neuronas de la porcién anterior de la médula terminalis y puente protocerebral
asi como las del cuerpo central; por ualtimo, hay otras relacionadas con los
sistemas motores, como las neuronas de la porciéon caudal de !a médula
terminalis y las de la red protocerebral dorsal con sus proyecciones hacia
deutocerebro y tritocerebro (Sandeman et al., 1988). En este acocil, cuando esta
el 75 °% desarrollado se presenta una inmunorreactividad a serotonina en las
neuronas del ganglio cerebroide, incrementandose en las dos etapas
postembrionarias y presentando una inmunorreactividad similar a la del acocil
adulto. La presencia de neuronas serotonérgicas desde etapas tempranas y su
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persistencia durante el desarrollo parece indicar una accién neuromoduladora de
esta monoamina sobre varios sistemas neurales, estando muy relacionada con la
habilidad de este animal para regenerar apéndices y receptores (Sandeman y
Sandeman, 1990). Elofsson y colaboradores (1982) encontraron serotonina en la
hemolinfa de la forma juvenil del acocil Pacifastacus leniusculus, esto sugiere que
la serotonina actiua como una hormona en los crustaceos después de que
eclosionan. En el acocil Procambarus clarkii también se ha encontrado serotonina
en los pedunculos oculares y ganglio cerebroide, desde la etapa POIl hasta el
adulto (Garcia-Rivera et al., 1994).

Estudios fisiolégicos, sobre el pedinculo ocular, han demostrado que la
serotonina es una neurchormona y/o neurotransmisor que modula la secreciéon y
liberacion de las neurohormonas producidas por el érgano-X y liberadas por la
glandula sinusal; como ejemplo de ello estd la hormona hiperglicémica de
crustdceos (CHH) (Van Herp y Strolenberg, 1980), la hormona inhibidora de la
muda (MIH), y la hormona dispersora del pigmento rojo (RPDH) (Rudolph y
Spaziani, 1990).

En estudios realizados con técnicas de microscopfa electrénica, llevados a
cabo in vitro, en pedunculos aislados de Procambarus clarkii adulto, asi como en
estudios in vivo sobre éste mismo animal, se demostré un incremento nocturno
de la serotonina, y con ello un aumento de la sensibilidad de los fotorreceptores.
Lo anterior parece ser debido a que influye en la retraccion del pigmento
proximal (Aréchiga et al.,, 1990). Estos autores han propuesto que la serotonina
juega un papel de modulador, en la fase nocturna, del ciclo circadiano en la
retina del acocil.

32




5. SUSTRATO ANATOMICO-FUNCIONAL DEL RITMO ERG EN EL
ACOCIL.

En muchos estudios sobre la sensibilidad del ojo del acocil a la luz se han
utilizado registros de electrorretinograma (ERG) para analizar las respuestas de los
fotorreceptores. El ERG constituye una herramienta Gtil para éste tipo de estudios
pues no es agresivo para la superficie corneal y permite hacer estudios crénicos
en animales integros y a largo plazo.

El electrorretinograma (ERG) es la respuesta extracelular del ojo a la luz,
producida por la diferencia de potencial eléctrico; esta es la diferencia de voltaje
entre las estructuras visuales del ojo y el electrodo de referencia. El voltaje
registrado en los animales adultos, en condiciones constantes cambia a lo largo
del dia, habiendo una diferencia en la magnitud del ERG de entre 600 y 700 uV
de la manana a la noche. A ésta diferencia se le denomina ritmo de amplitud del
ERG, y presenta un ritmo circadiano (Aréchiga y Fuentes, 1970).

En animales adultos, se ha propuesto que la amplitud del ERG, a un pulso
de intensidad constante, depende de la actividad 'fisiolégica de tres estructuras
(Aréchiga et al., 1992). Una es la capacidad de los propios fotorreceptores para
captar la luz; otra es la posicién del pigmento proximal; por Gltimo, l1a posiciéon

del pigmento distal. Estos ritmos se presentan tanto en la obscuridad constante
como en la luz-obscuridad (Welsh, 1930).
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Lo anterior indica que la capacidad de los fotorreceptores a la luz puede
ser regulada por cambios en los componentes oculares pigmentarios. El pigmento
proximal migra como respuesta directa de los fotorreceptores a la luz y a la
obscuridad, y el pigmento distal es sensible a las neurohormonas liberadas, como
una respuesta a la luz y a la obscuridad (Aréchiga, 1977). La hormona dispersora
de! pigmento distal se libera en la iluminacion y promueve la dispersion de este
pigmento; la hormona concentradora de eritr6foros mueve el pigmento distal
hacia la cérnea durante la obscuridad constante; las dos hormonas se producen

en el pedunculo ocular (6rgano X - glandula sinusal). En los crustaceos, se ha

asumido que el pediunculo ocular es un lugar de generacién de ritmicidad

circadiana. En estudios realizados con el acocil Potamobius astacus, al ablacionar
desaparece el ritmo diurmo de locomocién y de

los pedunculos oculares,
otra parte, en el acocil

movimiento de pigmentos tegumentarios; por
Procambarus clarkii los peduanculos oculares aislados son capaces de generar un
ritmo circadiano autosostenido de secrecién de la hormona concentradora del

pigmento rojo (Rodriguez-Sosa et al., 1994).

La serotonina tiene un efecto directo sobre la retina, actuando en las

células fotorreceptoras, aumentando la respuesta a la luz y promoviendo la

retraccién de los pigmentos de los fotorreceptores retinianos. La presencia de

serotonina en la noche determina la retraccién del pigmento e incrementa la

sensibilidad del fotorreceptor (Aréchiga et al., 1990).
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6. ONTOGENIA,

La ontogenia es el estudio de la historia de vida de los organismos, desde
que se lleva a cabo la fertilizacion hasta que se da la maduracién funcional de
todos los aparatos y sistemas. Algunos autores "consideran que el proceso
continda hasta la muerte del organismo (Davis, 1981). Los seres vivos presentan
muchos ritmos, en su comportamiento, fisiologia y bioquimica. Todos estos
ritmos se relacionan de alguna manera, unos con otros asi como con el medio
ambiente, mediante uno o varios marcapasos. La ontogenia de los ritmos
biolégicos constituye el estudio de los procesos mediante los cuales se produce la
organizacién temporal de un organismo. .

Para que un ritmo circadiano pueda expresarse, es necesario que se haya
dado la madurez del sustrato anatémico-funcional, en donde se origina el ritmo
circadiano, y ademas que se hayan producido las relaciones funcionales
necesarias entre los elementos que participan en la expresion del ritmo (Rensing,
1965; Davis, 1981). Por lo tanto las caracteristicas de los ritmos cambian durante
la ontogenia de los organismos.

En los seres vivos las propiedades de los marcapasos, tales como las
caracteristicas del ritmo en oscilacion espontanea y los mecanismos de
sincronizacion al medio ambiente, han sido estudiados durante el desarrollo de
los vertebrados, y particularmente en los mamiferos. Al parecer la manifestacion
evidente de un ritmo, en los mamiferos es un fendmeno postnatal, la ausencia del
ritmo prenatal aparente, puede deberse a que no se han hecho investigaciones
formales para descubrirlo, ya que el embrién y el feto en diferentes animales, no
s6lo estan influenciados por la ritmicidad interna de actividad y temperatura de la
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madre adulta, sino también por los niveles hormonales en la placenta. Por lo
tanto, el ritmo parece estar influido por fenémenos ambientales y la maduracion
de estructuras durante el desarrolio (Davis, 1981).

En los invertebrados son pocos los estudios que se han llevado a cabo en
este campo, entre ellos estan los de Hernadi (1994) realizados en el caracol Helix
pomata en los que detecté que el acido y-aminobutirico (GABA) se limitaba a ser
un neurotransmisor del sistema nervioso central en los gasterépodos; y las fibras
nerviosas periféricas en las que se encontré GABA, pueden jugar un papel
importante en los procesos de integracion de este animal. Y los de Stengl (1995)
realizados en grillos Teleogryllus commodus y Grillus bimaculatus, a los que se
les hicieron lesiones en el o0jo compuesto, asi como técnicas de
inmunohistoquimica, para examinar si los procesos del cerebro medio de los
grillos estaban relacionados con los procesos de la actividad circadiana; en ellos
observaron que hay un oscilador circadiano en el cerebro medio y que hay un
marcapaso circadiano en los Iébulos 6pticos.

Estudios relativamente recientes en los crustiaceos, particularmente en el
acocil, (Fanjul-Moles et al., 1987; Fanjul-Moles et al., 1992; Fanjul-Moles y
Prieto-Sagredo, 1996), han reportado cambios en la amplitud del (ERG), respuesta
electrofisiolégica a la luz, del ritmo de sensibilidad visual en el acocil. Estos
trabajos han evidenciado que durante el desarrollo-postembrionario cambian las
caracteristicas del ritmo ERG. En los acociles Procambarus clarkii de la etapa POI
el ritmo es ultradiano pues se manifiesta con caracteristicas de un periodo de 15
min a 4 hrs, conforme avanza el desarrollo del acocil, el periodo del ritmo
aumenta, presentiandose un ritmo circadiano evidente a los 30 dias de edad,
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aunque este periodo tiene un ritmo circadiano de ERG bien establecido hasta los

90 dias postnatales (Fig. 9).
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Figura 9.- Muestra los registros de amplitud del electrorretinograma (ERG).
A) Etapa POI, muestra periodos cercanos a 4 hrs, es decir un ritmo ultradiano. B)

Etapa POIIl, presenta periodos de 4 hrs, ritmo ult(adiano. C)Etapa juvenil, el

animal empieza a presentar un ritmo de 21 hrs, ritmo circadiano (Tomado de
Fanjul-Moles et al., 1987)
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ITI. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA.

Se han propuesto dos estructuras marcapaso para la génesis y la
sincronizacion de! ritmo de ERG, una es el peduanculo ocular, para la
sincronizacién unilateral, y la otra es el ganglio cerebroide, para la bilateral (Page
y Larimer, 1975).

También se proponen dos vias mediante las cuales se produce
una es la hormonal, en donde podria intervenir la

la

sincronizacion bilateral;
serotonina, y la otra es neural; en los axones que corren del ganglio cerebroide y
de las fibras eferentes, que van por el nervio 6ptico hacia la retina, las cuales
presentan serotonina. Estos axones establecen contacto con los axones de los
fotorreceptores retinianos (Aréchiga et al., 1990).

La serotonina afecta los ritmos circadianos relacionados con el tamano de
la pseudopupila y la amplitud del ERG, en el acocil (Hernandez-Falcén et al,
1987). La expresiéon tardia de estos ritmos parece estar relacionada con el

desarrollo postembrionario del sistema neuroenddécrino que regula la maduracién

del sistema circadiano (Fanjul-Moles et al., 1987). La expresién de un ritmo

circadiano podria estar relacionada con modificaciones de la modulacion de la
serotonina sobre los diferentes efectores del ritmo.
Algunos estudios han propuesto que en los acociles adultos existen células

serotonérgicas que modulan la sensibilidad del ritmo ERG, determinantes de que

haya mayor sensibilidad en la noche que en el dia. La serotonina se ha

identificado en varios ganglios del sistema nervioso central y en los pedunculos
oculares, aunque en esta region parece tener variaciones, dependientes de un
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ciclo de 24 horas; esto se ha detectado por medio de la cromatografia liquida de
alta precision, por inmunohistoquimica y por fluorescencia (Aréchiga et al.,
1990).

Una forma de determinar ésta posible interaccién es estudiar las
caracteristicas de inmunorreactividad a la serotonina en los elementos esenciales
para el ritmo, esto es receptores, marcapasos y efectores, durante el desarrolio del
mismo. Los elementos celulares que constituyen la retina del acocil participan
como sistemas osciladores eferentes fundamentales para el ritmo. Por lo anterior
es de gran importancia realizar estudios inmunohistoquimicos, en estos
elementos, durante las etapas postembrionarias del acocil; realizando la fijacion
de organismos a diferentes horas del dia, para poder determinar si hay cambios
ciclicos en la concentracion de serotonina, que pudieran estar relacionados con la
respuesta ciclica de éstos organismos.
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IV. HIPOTESIS.

Si entre las primeras etapas postembrionarias, del acocil Procambarus
clarkii, se producen diferencias ritmicas diarias en la exposicién de la
inmunorreactividad a la serotonina, ésta podrfa ser un factor fundamental para la

expresion y regulacion del ritmo ERG.
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V. OBJETIVOS:

- Determinar la inmunorreactividad a {a serotonina en las estructuras retinianas,
en diferentes etapas del desarrollo postembrionario del acocil Procambarus
clarkii, a tres diferentes horas del dia, en condiciones de luz-obscuridad 12:12
hrs.

- Corroborar los cambios morfoldgicos que presenta la retina utilizando un
anticuerpo contra actina.
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VI. MATERIAL Y METODO.

1. ANIMALES.

Acociles adultos de ambos sexos, de la especie Procambarus clarkii, fueron
colectados en el Rfo Conchos en Saucillo, Chihuahua. Una vez aclimatados al
laboratorio, se colocaron tres machos con seis hembras por acuario, para que se
llevara a cabo la reproduccién y contar con las etapas necesarias para la
experimentacion. Los animales nacieron y crecieron en el laboratorio, fueron
alimentados tres veces por semana con verdura cocida y pescado crudo,
mantenidos en un fotoperiodo de luz-obscuridad 12:12 hrs. )

Se utilizaron 27 acociles de la especie Procambarus clarkii, 9 organismos
POI1, 9 organismos POII y 9 juveniles de dos meses de edad, los cuales se
distribuyeron en 3 acuarios; un acuario para cada etapa. Se trabajé con animales
procedentes de ta misma madre, para disminuir la variabilidad genética.

Los animales se colocaron en acuarios que medfan 70 X 40 X 33 cm.,
tenfan un filtro biolégico formado con una placa de acrilico con dos orificios por
los cuales se les colocé un tubo y una manguera para la aireacién del agua; toda
la placa tenfa pequenos orificios, a cada 2.5 cm. Esta placa se cubrié con una
capa de grava, después una capa de arena gruesa y posteriormente una de arena
fina. Para darles a los organismos una fuente de carbonato de calcio, se colocaron
pedazos de coral, pues el caicio es fundamental para su crecimiento (Fig. 10). Los
acuarios contaban con wuna lampara controlada por un “timer", la cual

proporcionaba 145 Ix, para controlar el fotoperiodo.
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Figura 10.- Esquema de un acuario: A) ldmpara, B) tubo de aireacién Q)

capas de grava y arena.
.
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2. OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LOBULOS OPTICOS.

2.1. FIJACION.

A tres diferentes horas del dia (8:00, 15:00 y 20:00 hrs), los acociles se
anestesiaron con frio, durante 30 minutos, tiempo en el que permanecieron en
completa obscuridad, para corroborar si se presentaba o no el reflejo fotomotor,
esto se hizo para cada una de las etapas, POI, POII y juvenil. Posteriormente se
llevé a cabo la fijacion de los organismos en formol al 10%, los POI durante 6
horas; los POII y juveniles durante 2 horas. Posteriormente a los animales de
estas dos etapas (POII y juvenil) se les hizo la diseccion de pedunculos oculares,

los cuales continuaron 4 horas mas en formol.

2.2. DISECCION.

Las disecciones se hicieron con un microscopio Olimpus SZ SCTU 1. En el
caso de la etapa POI, se fij6, deshidraté, inciuyd y corté al organismo completo.
A los animales de la etapa POII se les despojo del caparazén en la regién del
cefalotérax. A los acociles juveniles se les hizo la diseccién para extraer los

pedinculos oculares, y fueron desprovistos de quitina.

Una vez fijados los tejidos se deshidrataron en alcoholes graduales: al 50%
24 hrs, al 70% 24 hrs, al 96% 12 hrs y al 100% 12 hrs. Se aclararon con xileno
durante 30 min, y posteriormente se incluyeron en Paraplast (Oxford Labware),
dentro de una estufa a 59 °C durante 12 hrs.
Mediante un microtomo (American Optical 820), se realizaron cortes
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longitudinales (sagitales) de 4 um de espesor. De cada pedunculo ocular se
obtuvo una serie de 40 cortes aproximadamente.

Los cortes se desparafinaron con xileno, durante 30 min y se rehidrataron
con alcoholes graduales: al 100% 10 min, al 96% 10 min, al 70% 5 min y al 50%
5 min. Enseguida se colocaron en agua destilada y se procedié a realizar la

técnica de inmunohistoquimica.
3. INMUNOHISTOQUIMICA.

* 1.- Lavado con amortiguador de fosfatos (PBS), pH 7.6, durante 5 min.

* 2.- Bloqueado de proteinas (suero normal de cabra) por 20 minutos, quitando el
exceso. Este bloqueador reduce la tincién de fondo que se presenta por los
enlaces no especificos de los anticuerpos, primario y secundario, con el tejido.

* 3.- Aplicacién del anticuerpo policilonal primario (de conejo) contra serotonina,
& contra acting, en diluyente comun para anticuerpo PBS 1:80, por 30 min.

* 4.- Lavado con PBS, 5 min.

* 5.- Aplicacién del anticuerpo secundario de inmunoglobulinas de conejo, rata
y/o ratén, biotinilado (Multilink), de 1 a 2 gotas por tejido, 20 min de incubacioén.
* 6.- Lavado con PBS, 5 min.

* 7.- Aplicacién de fosfatasa alcalina (marcador) conjugada con estreptavidina de
1 a 2 gotas por tejido; incubando 20 min.

* 8.- Lavado con PBS, 5 min.

* 9.- Se revel6 la reaccién con el cromdgeno rojo rapido (sales de 4-cloro2-
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metilbenzenediazonium) una tableta, diluida en 5 m! de amortiguador de fosfato
naftol, agregandole dos gotas de solucién de levamisole para evitar la reaccion de
fondo detectada por el sistema de la fosfatasa alcalina, inhibiendo la fosfatasa
alcalina enddgena en los tejidos. Se incubé por 40 min.
*10.- Lavado con PBS.
*11.- Se colocé la hematoxilina de Mayer de 1 a 5 min, para contrastar la
reaccion.
12.- Lavado con agua corriente, para parar ia tincién de ia hematoxilina.
13.- Lavado con agua amoniacal por 10 seg, para virar la reaccion de la
hematoxilina. i
Se limpiaron los tejidos. Finalmente se llevé a cabo el montaje en medio
acuoso Vikel (Romero-Diaz, en experimentacion).
* Todos estos pasos se llevaron a cabo en una camara himeda, a temperatura
ambiente.
Los reactivos utilizados fueron procedentes de la casa comercial BioGenex;
excepto el Vikel, que fue donado por el M. en C. Viktor J. Romero Diaz.
Se llevaron a cabo los correspondientes controles negativos, aplicandose
suero normal de conejo en lugar del anticuerpo primario.

Posteriormente se analizaron las preparaciones en un microscopio Nikon
Labophot-2 HFX-DX.
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4. DIGITALIZACION DE IMAGEN.

Las mediciones y el conteo, se llevaron a cabo en un digitalizador de
imagenes Hamamatsu modelo C5510-01 (Japdén), con camara Nikon Fx-35DX,
obteniendo asi los datos cuantitativos.

Las distancias de los cortes se determinaron mediante el andalisis de toda la
serie de cortes, eligiendo el corte central que presentaba las estructuras de interés.

Al tener las series de cortes con la técnica de inmunohistoquimica de cada
uno de los organismos, se procedié a realizar el analisis del drea que corresponde
a la retina, utilizando tres cortes por cada sujeto experimental, el del corte central
y los cortes de 50 um hacia la regién dorsal y 50 um hacia la ventral.

Para estudiar la retina, se dividié ésta en tres regiones establecidas

arbitrariamente: la proximal, la media y la distal, realizando las mediciones de

cada drea, ademads del area total, tanto de la estructura como de la

inmunorreactividad a serotonina. Para ello la imagen del corte seleccionado se
delimité con el senalador (ratén) y automadticamente el digitalizador calculd el
drea de la regi6én marcada. También se cuantificé el nimero de nucleos celulares
y el area de cada nucleo, con el objeto de determinar si existia una variacién que
pudiera estar relacionada con los cambios de! area de la retina.

Ademads, para corroborar si habia movimiento celular y que debido a esto
pudiera haber o no diferencia en el drea de retina a diferentes horas del dia, a los
cortes correspondientes a las etapas POI y POII, se les aplicé un anticuerpo

contra actina.
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Los microfilamentos de actina son componentes citoesqueléticos evidentes
de células neuroepiteliales, células gliales y neuronas, funcionan en conjunto con

otros elementos citoesqueléticos para determinar la forma y el movimiento

celular. En las células no musculares, la actina esta presente en una red de
microfilamentos. En las células migrantes los microfilamentos se encuentran con
frecuencia formando una red, la cual también esta asociada con las proteinas que
determinan la superficie celular y representan la parte principal de los procesos

migratorios. Estos microfilamentos desempenan un papel en la movilizacién de
los componentes citoplasmicos (Alberts et al., 1989).

5. ANALISIS ESTADISTICO.

Se aplicé una prueba de Bartleti, para verificar la homogeneidad de las
varianzas de la muestra, de los tres lotes experimentales, y determinar la prueba

estadistica a seguir. Bartlett presenta una distribucién X* con k-1 grados de

libertad (Bartlett, 1937; Aguilar-Garcia, 1981). La prueba demostré6 que las

varianzas dentro de cada grupo a las tres horas investigadas eran homogéneas.
Por lo tanto se decidié aplicar una prueba de analisis de varianza, ANOVA de
una via, seguida de una prueba de contrastes de Scheffé con el objeto de
determinar la diferencia de inmunorreactividad a serotonina y/o en las estructuras
de la retina entre los lotes experimentales, POl, POIl y juvenil a tres diferentes

horas. A los cortes que se trataron con actina no se les aplicé ninguna prueba
estadistica debido a la falta de casuistica.
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Lta ANOVA es un procedimiento estadistico que determina si hay o no
diferencia entre dos o mas grupos de varianzas homogéneas sujetos a uno o mas

factores. La prueba de Scheffé permite hacer comparaciones entre las medias de

dos o mds muestras (Dawson-Saunders y Trapp, 1993).
Todas las pruebas estadisticas se realizaron con el paquete SIGMA PLOT

U.S.
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VII. RESULTADOS.

En las tres etapas del desarrollo postembrionario, se lograron diferenciar las
estructuras que conforman los pediunculos oculares de los acociles, como son la
retina, la lamina ganglionaris, la médula externa, la médula interna, la médula

terminalis y el tracto 6ptico. Conforme progresa el desarrollo estas estructuras van
una con respecto a la otra,

tomando una posiciéon mas longitudinal,
estadios

encontrandose mejor delimitadas entre ellas. En los tres
postembrionarios, la inmunorreactividad a la serotonina es muy intensa en las
fibras que forman los neur6pilos de la ldmina ganglionaris y de las médulas
externa, interna y terminalis, asi como en los pigmentos (distal y proximal) en la

retina. Los ntcleos celulares, en las tres etapas del desarrollo, presentan afinidad

por la hematoxilina (Fig. 11).

Las preparaciones control, mostraron una inmunorreactividad negativa.

1. ETAPA POSTEMBRIONARIA 1.

1.1. DESCRIPCION DE LAS ESTRUCTURAS.

En el estadio POI la retina se estad desarrollando, pues en ella existe una
gran cantidad de ntcleos celulares de diversos tamanos que van de 11.9 a 50.8
um=3= de area, habiendo un notable aumento en el tamano del nlcleo. La
cromatina se observa diferente en los ntcleos; en algunos de éstos se observan
dos pequenos granulos que posiblemente sean los centriolos, todo lo anterior
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Figura 11.- Corte longitudinal del pedunculo ocular del
acocil. Panoramica de la etapa POI. R, retina; LG, lamina
ganglionaris; ME, médula externa; MI, meédula interna; MT
médula terminalis; TO, tracto 6ptico. La flecha indica las
granulaciones inmunorreactivas a serotonina, que se encuentran
en las fibras del 16bulo 6ptico. Escala de barra 100 pm. Ih
(Inmunohistoquimica)-Serotonina.
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puede estar indicando que se encuentran en mitosis y en proliferacion, en la
retina anterior. En la retina posterior se encuentran células estructuralmente mejor
conformadas que las de la retina anterior. Los nucleos de las células corneagenas
no se logran observar en esta etapa; los de las células del cono cristalino se
localizan en la mitad distal de la retina, como se puede observar en la figura 12A;
el tracto cristalino no se ve claramente; posteriormente se encuentran los nucleos
de las células retinulares, estos son los mdas abundantes en comparacién con los
otros tipos de células. En contacto con éstos, estan los rabdomos parcialmente
diferenciados, adheridos a la membrana basal, que se observa claramente. Por
debajo de ésta se pueden distinguir los axones de las células retinulares; también
se encuentran hemocitos granulosos y muy pocas células gliales (Fig. 12B). El
pigmento distal esta presente en las células que rodean al cono cristalino, y el
pigmento proximal dentro del citoplasma de las células retinulares que rodean al
rabdomo, aunque no se puede apreciar una separacion de los dos pigmentos,
presentan una distribucién difusa, por lo que se pensaria que no hay reflejo
fotomotor en esta etapa (Fig. 12C). Las caracteristicas morfoldgicas de la retina no
parecen variar a las tres diferentes horas del dia, pues son muy semejantes las
estructuras que la conforman (Fig. 12).

El nimero de nucleos celulares encontrados en la retina, muestran una
variacion a las tres horas del dfa; a las 8:00 hrs hay un promedio de 201 nucleos
con 22.96 um* de drea por ndcleo, a las 15:00 hrs hay 215 ntcleos de 27.30 pm

2de adrea y a las 20:00 hrs se encuentran 142 nucleos de 28.9 pm =,
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Figura 12.- Fotografias de la retina del acocil de la etapa
POI, de los animales fijados a tres diferentes horas: A) 8:00 hrs,
B) 15:00 hrs y €) 20:00 hrs. P, porcidn posterior; A, porcion
anterior; R rabdomos; MB, membrana basa!; Cc, nucleos
celulares del cono cristalino; Cr, nucleos de las células
retinulares; Hg, hemocitos granulosos; la flecha indica las

granulaciones positivas a serotonina. Escala de barra 20 um. Ih-

Serotonina.
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En los cortes que se les aplicé un anticuerpo contra actina (Fig. 13),

también se pueden observar las diferentes estructuras que forman ia retina en la
etapa POI. La inmunorreactividad a la actina fue muy poca, algunos granulos se
localizaron en los nucleos de las células, principalmente en los cortes de los

acociles fijados por la noche.

1.2. AREA DE LA RETINA.

En promedio el drea total de retina es de 30851.30 um?.

No se encontré diferencia significativa en cada una de las regiones, la
proximal, la media y la distal de la retina, a las tres diferentes horas del dia (Fig.
14; tabla 1), el promedio del area proximal fue de 15.94% +0.43 DS, el de la
region media es de 21.92% + 1.08 DS vy la distal fue de 62.04% +0.77 DS. Se

obtuvo una F = 9.999.

1.3."AREA DE INMUNORREACTIVIDAD A SEROTONINA.

Los granulos de inmunorreactividad a serotonina se pueden observar en
todas las estructuras que forman la retina, como scn: cono cristalino, rabdomos,
membrana basal, axones de las células retinulares, pigmento distal, pigmento
distal y muy poco en los nucleos celulares (Fig. 12).

No hubo diferencia significativa por regiones ni total del area retinal, a las
tres diferentes horas en que se fijaron a los animales (Fig. 14). Los porcentajes de

positividad total a serotonina a las diferentes horas no varfan mucho (Tabla 1). La

F - 4.609.
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Figura 13.- Fotografia de la retina de la etapa POI, A)
fijada a las 8:00 hrs, B) fijada a las 15:00 hrs y C) fijada a las
20:00 hrs. P, porcién posterior; A, porcién anterior; Cc, ntcleos
celulares del cono cristalino; Cr, nucleos de las células

retinulares. Escala de barra 20 um. ITh-Actina.
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Figura 14.- Gréafica en la cual se muestra el porcentaje del
area de la retina del acocil en la etapa POI, a las tres horas de!
dia. La retina se dividi6 en tres regiones: la proximal, la media y
la distal. Se puede observar el &rea total de cada regién, asi
como el drea de inmunorreactividad a serotonina, por regiones
y a nivel total. T, area por region; S, drea de inmunorreactividad
por regién; y T*, area total de positividad a serotonina en toda
la retina. La media esta representada * su desviacién estandar
(p>0.05).
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TABLA 1.

PORCENTAJE DEL AREA DE LA RETINA Y DEL AREA DE INMUNORREACTIVIDAD A SEROTONINA EN LA
ETAPA PO! DEL ACOCIL Procambarus clarkii.

HORA | AREA | RP% RM% RD% TR%

8:00 | TOTAL [ 154 086 | 2286 +1.05 | 614 2.0 | 100 0
IR 145  #13 ] 209 +1.4 | 576  #34 [ 9307 39

1500 | TOTAL | 1597 0.7 [ 225 £200 | 616 2.4 | 100 0
IR 156 077 | 217 15 | 599  £25 | 973 +116

20:00 | TOTAL | 1644 104 | 204 0.14 | 6313  +0.53 | 100 0
IR 16.15 04 | 2012 £0.17 | 6181 +066 | 975  +0.76

RP.- Regi6n proximal.
RM.- Regi6n media.
RD.- Regin distal.
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IR- A'rea de inmunorreactividad a serotonina.
TR.- Area total de la retina.
La media estd representada ¢ la desviaci6n estindar.




El drea proximal presenta un promedio de 15.42% +0.69 DS de
inmunorreactividad, la regién media un 20.91% +0.65 DS, y la distal un 59.77%
+ 1.72 DS. El total de inmunorreactividad a serotonina en la retina tiene un valor
de 95.96% +2.04 en esta etapa (Fig. 14).

2. ETAPA POSTEMBRIONARIA IIL.

2.1. DESCRIPCION DE LAS ESTRUCTURAS.

En el POII las estructuras que conforman el pediunculo ocular ya estan mas
diferenciadas y delimitadas en comparacién con el POI. En la_retina se pueden
observar las omatidias completas; se ven varios nucleos de las células
corneagenas y de! cono cristalino, el tracto cristalino se observa claramente;
posteriormente se encuentran los nucleos de las células retinulares que siguen
siendo bastantes, debajo de éstas se presentan los rabdomos bien formados. En
esta etapa se empiezan a distinguir algunos nucleos de las células del tapetum,
que se encuentran sobre la membrana basal (Fig. 15A). Hay hemocitos granulosos
con algunas granulaciones inmunaorreactivas, éstos se encuentran hacia la cérnea
(Figs. 15B y 15C). Los axones de las células retinulares se distinguen con mayor
facilidad en la retina de los acociles que se fijaron a las 20:00 hrs (Fig. 15C). En
este estadio se pudo observar un desplazamiento del pigmento distal hacia la
cérnea y del pigmento proximal hacia la membrana basal (Fig. 15B). Por otra
parte se encontraron diferencias en la morfologia de las estructuras retinianas a las

tres horas del dia registradas. En los animales que se
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Figura 15.- Fotografia de la retina del acocil en la etapa
POI1, A) fijada a las 8.00 hrs, B) fijada a las 15:00 hrs y C) fijada
a las 20:00 hrs. P regién posterior; A, regién anterior; CC, cono
cristalino; Tc, tracto del cono cristalino; R, rabdomos; MB,
membrana basal; AC, axones de las células retinulares; Ce,
nucleos de las células corneagenas; Cc, nucleos celulares del
cono cristalino; Cr, nucleos de las células retinulares; Ct,
nucleos de las células del tapetum; Hg, hemocitos granulosos;
PD, pigmento distal; PP, pigmento proximal; la flecha indica
inmunorreactividad a serotonina. Escala de barra 20 pm. 1h-
Serotonina.
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fijaron a las 8:00 y 20:00 hrs la morfologia de la retina es semejante entre ellas y
un tanto diferente a la de los acociles fijados a las 15:00 hrs, en estos animales el
cono cristalino se ve difuso, los rabdomos se observan menos delimitados asi
sin
embargo se ve con mayor claridad la adaptacién a la obscuridad, encontrandose

como la zona que corresponde a los axones de las células retinulares;

el pigmento distal desplazado hacia la cornea y el pigmento proximal hacia la
membrana basal. Por el contrario, en los animales que se fijaron por la manana y
por la noche, las estructuras estdn mas delimitadas, pudiéndose observar con
mejor cada una de las omatidias, pero no es muy claro el desplazamiento de los
pigmentos distal y proximal.

En la porcién anterior pueden distinguirse, un poco mejor que en POI, los
elementos que forman la retina, los rabdomos se observan claramente; en la
porcién posterior el tracto cristalino estd mas alargado (Fig. 15).

E! numero de células, al igual que en POI, varia a través del dia, pues se
encontré que a las 8:00 hrs hay un promedio de 312 nudcleos con un area
promedio de 37.9 uym=, a las 15:00 hrs hay 239 nucleos con un area de 30 pm?-*
y a las 20:00 hrs hay 274 nicleos con 31.6 pym: de &rea, habiendo un
decremento a las 15:00 hrs, aunque en el area nuclear los cambios son mas
notables a las 8:00 hrs. El drea de la retina disminuye a las 15:00 hrs coincidente
con el decremento en el nimero y el drea promedio de los nicleos celulares.

En los cortes a los que se les aplicé el anticuerpo contra actina, se
observaron muy pocos granulos positivos a actina, principalmente en los de los
acociles fijados a las 15:00 hrs (Fig. 16).
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Figura 16.- Fotograffa de la retina de la etapa POII de!
acocil, A) fijada a las 8:00 hrs B) fijada a las 15:00_hrs y C)
fijada a las 20:00 hrs. P, porcién posterior; A, porcidn anterior;
Cc, nucleos celulares del cono cris“talino; Cr, nucleos de las
células retinulares; Ct, nicleos de l;;'s células del tapetum; Hg,

hemocitos granulosos. Escala de barra 20 um. lh-Actina.
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2.2. AREA DE LA RETINA A LAS DIFERENTES HORAS DEL DiA.

El promedio del drea total de la retina en ésta etapa es de 84100 yum?.

Hubo diferencia significativa en la regién proximal entre las 8:00 y 15:00
hrs y en la distal entre las 8:00 hrs y las 15:00 hrs y entre las 15:00 hrs y las 20:00
hrs (Fig. 17; tabla 2). En promedio la regiéon proximal ocupé el 24.11% +2.5 DS,
la media el 28.54% +1.11 DS y ladistal el 47.2% +3.7 DS. LaF = 144.264.

2.3. AREA DE INMUNORREACTIVIDAD A SEROTONINA,

Los granulos de inmunorreactividad a serotonina se observan con mavyor
claridad en la region donde se encuentran los pigmentos distal y proximal, en los
rabdomos, en la membrana basal, en los axones de las células retinulares,
observandose muy pocos granulos en los nicleos celulares (Fig. 15).

En los organismos POIl se encontré que la positividad a serotonina, en
general, era mayor en los organismos fijados a las 15:00 hrs, (Fig. 158), aumento
notable en comparacion con los resultados de los acociles que fueron fijados por
la manana y por la noche, habiendo diferencia significativa entre éstas tres
mediciones (Fig. 17; tabla 2)).

Se encontro diferencia significativa en la regién distal asi como a nivel total
de retina a las tres diferentes horas en las que se llevé a cabo la fijacion, en las
regiones proximal y media, no hubo diferencia significativa. La F = 140.066.

La region proximal presenté X=22.75% +3.04 DS de positividad a
serotonina, la region media X=3.12% +0.56 DS, notablemente menor que las
otras regiones, la distal X=18.64% +8.37 DS y a nivel de retina total XxX=44.7%
+11.8 DS.
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Figura 17.- Grafica en la que se muestra el porcentaje del
area de la retina del acoci! de la etapa POIL. Se puede observar
el drea total que ocupo cada regién, asi como el drea de
positividad a serotonina tanto por regiones como el total de
inmunorreactividad en la retina. La T es el &drea total de cada
region, la S es el drea de inmunorreactividad a serotonina por
region y la T* es el area total de inmunorreactividad en toda la
retina, esto se puede observar a las tres diferentes horas. La
media esta representada + la desviacion estidndar. * P < 0.05.
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TABLA 2.

.

PORCENTAJE DEL AREA DE LA RETINA Y DEL AREA DE INMUNORREACTIVIDAD A SEROTONINA EN LA
ETAPA PO DEL ACOCIL Procambarus clarkii.

HORA | AREA | RP% RM% RD% TR%

8:00 | TOTAL | 2095 +0.73 | 27.63 #1611 | 514 #1851 100 0
iR 1906 £032 | 236 041 [ 1033 045 | 31.84 1072

1500 | TOTAL | 27.07 045 | 301  #1.32 | 424  #135 | 100 0
R 5 037 37 #19 | 293 45 | 578  £37

2000 | TOTAL | 2432 +24 | 279 +099 [ 478 32 | 100 0
IR 227 24 | 33 092 | 155  #07 | 418 098

RP.- Regidn proximal,
RM.- Region media.
RD.- Regidn distal.

IR.- A[ea de inmunorreactividad a serotonina.
TR.- Area total de la retina.

La media estd representada + [a desviacion esténdar.
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3. ETAPA JUVENIL.

3.1. DESCRIPCION DE LAS ESTRUCTURAS.

La retina esta bien formada, puesto que las estructuras que la forman estan
completamente diferenciadas, es mas pequefa que la retina del adulto; pero es
mayor que la de POI y POIIL. Se pueden identificar las omatidias; el cono
cristalino esta desarrollado, los rabdomos se observan claramente. La mayoria de
los nucleos celulares pertenecen a las células retinulares, los cuales se pueden
distinguir perfectamente en la retina de los acociles que se fijaron por la manana.
Hay hemocitos granulosos asf como nicleos de las células del tapetum (Fig. 18A
y 18CQ). En la retina de los animales fijados a las 15:00 hrs se presenta una gran
cantidad de células gliales, tal cantidad no se habia presentado en las otras etapas
ni a otras horas en este mismo estadio (Fig. 18B). Entre los axones de las células
retinulares se encuentran grandes nucleos. La morfologia de la retina no se ve
diferente a lo largo del dia. El cono cristalino ocupa una proporcién mayor de
area. El reflejo fotomotor es mas claro que en POII y se observa con bastante
claridad en los acociles fijados a las tres diferentes horas (Fig. 18).

El niimero promedio de nicleos y el area promedio de cada uno también
cambia, a las 8:00 hrs hay 171 nicleos con 52.6 um?3: de area, a las 15:00 hrs son
281 nucleos con 30.5 um=2 y a las 20:00 hrs hay 214 con 24.8 um* de &rea, a las
8:00 hrs es en donde se encuentran menos nucleos con mas 4rea, y a las 15:00

hrs hay mas cantidad de nudcleos de menor area.
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Figura 18.- Fotografia de la retina en el estadio juvenil del
acocil, A) fijada a las 8:00 hrs, B) fijada a las 15:00 hrs y ©)
filada a las 20:00 hrs. CC, cono cristalino; R, rabdomos; MB,

membrana basal; AC, axones de las células retinulares; PD,
pigmento distal; PP, pigmento proximal; Cr, nucleos de las
células retinulares; Ct, nucleos de las células del tapetum; Hg,
hemocitos granulosos; Cg, ntcleos de las células gliales; la

flecha indica granulaciones positivas a serotonina. Escala de

barra 10 um. Ih-Serotonina.
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3.2. AREA DE RETINA.

En promedio el drea total de la retina en la etapa juvenil es de 470593.23
puma.

En los juveniles no se encontr6 diferencia significativa entre las regiones a
las tres diferentes horas (Fig. 19; tabla 3). El 4rea proximal, en promedio ocupa el

12.82% +0.6 DS, la media ocupa el 10.2% +0.52 DS y la distal de 77.12%
+1.21 DS.

3.3. AREA DE INMUNORREACTIVIDAD A SEROTONINA.
La mayor inmunorreactividad se presentd en la regidn que corresponde a
los pigmentos distal y proximal, asi como en los rabdomos y en los axones de las

células retinulares, en los nucleos celulares hay muy pocas granulaciones

reactivas a serotonina (Fig. 18).

En los animales juveniles a nivel total es mayor la positividad a serotonina
a las 15:00 hrs (Fig. 19) comparada con las 8:00 hrs y de las 20:00 hrs, habiendo
diferencia significativa a las tres horas reportadas (Fig. 19; tabla 3).

En cuanto a las regiones unicamente hay diferencia significativa en la zona
distal entre las 8:00 hrs y las 15:00 hrs y entre las 8:00 hrs y las 20:00 hrs; en las
regiones proximal y media no se encontraron diferencias significativas (Tabla 3).
Se obtuvo una F - 29.92.

En promedio por regiones, la proximal presenta un 11.56% +0.7 DS, la
media un 8.5% +1.31 DS, v la distal un 65.75% +7.3 DS.

En total la retina presenta un 85.8% + 7.8 DS de positividad a serotonina.
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Figura 19.- Grafica en la cual se representa el porcentaje
del area de la retina del acocil en el estadio juvenil. En esta se
puede observar el drea de la retina, por regiones y el area de
positividad a serotonina por regiones y a nivel total de la retina.
La T corresponde al drea total de cada regioén, la S corresponde
al drea de positividad a Serotonina por regiones y la T* es el
area total de inmunorreactividad a serotonina en toda la retina,
esto se puede ver para las tres horas en las que se fijo a los

animales. La media esta representada + la desviacién estandar.
* P<0.05.
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TABLA 3.
PORCENTAJE DEL AREA DE LA RETINA Y DEL AREA DE INMUNORREACTIVIDAD A SEROTONINA EN LA
ETAPA JUVENIL DEL ACOCIL Procambarus clarkii.

HORA | AREA | RP% RM% RD% TR%

800 | TOTAL| 137 1026 [ 1005 035 ] 7691 058 | 100 0
R | 1n13 019 883 1065 ] 5548 17 | 7542 142

15:00 | TOTAL | 1339 1036 | 1064 032 | 7575 +0.87 | 100 0

IR 1258 0221 992 037 ] .76 .72 | 9427 137

20:00 [ TOTAL| 199 025 ] 937 013 | 787 03 [ 100 0

R 1109 012] 67 66| 70 021] 8772 059

RP.- Regidn proximal. IR - Area de inmunorreactividad a serotonina,
RM.- Region media. TR~ Areatotal de la retina.
RD.- Region distal. La media esté representada + la desviacion estandar,
)
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A nivel total, en las tres etapas del desarrollo que se estudiaron, se observo
la etapa POl con un 95.96% +2.04 DS, la etapa POl presenta una
inmunorreactividad total de 44.7% +11.8 DS y la etapa juvenil presenta un
85.8% +7.8 DS.
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Vill. DISCUSION,

E! hecho de haber encontrado inmunorreactividad a serotonina en las tres
etapas tempranas del desarrollo, concuerda con lo reportado por Sandeman y
Sandeman (1990), para el acocil Cherax destructor. Estos autores encontraron que
se presentaban neuronas serotonérgicas en los l6bulos O6pticos, durante los
primeros tres estadios de desarrollo de éste crustaceo.

1. ETAPA POSTEMBRIONARIA 1.

La morfologia de las estructuras de la retina que se observaron en los
resultados del presente trabajo concuerdan con los reportados por Hafner y
colaboradores (1982); quienes encontraron, en el acocil, diferencias en cuanto al
grado de desarrollo en la porcién anterior y posterior de la retina, en la anterior
predominan los nucleos celulares, y en la posterior las omatidias, 1o cual también
se observé en nuestros resultados.

El hecho de que se haya encontrado una variacién en el nimero de células
Yy no en el area total de la retina, a las tres diferentes horas, podria deberse al
aumento del drea de los nucleos y la disminucién en la cantidad de los mismos
por la noche, para mantener un equilibrio en cuanto al area total, dando la
impresion de que existe un ligero cambio en las estructuras de ésta regién; como
ocurre en el caso de algunos vertebrados; como en los teledSsteos que presentan

cambios ritmicos moleculares, celulares y movimiento de los elementos mioides
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de los conos en la retina (McCormac y McDonnell, 1994), cambios en los niveles
de opsina en los conos y bastones (Korenbrodt y Fernard, 1989), en la sintesis de
fosfolipidos (Dudley et al.,, 1984), en la expresién de la transducina (Brann vy
Cohen, 1987), y en la autofagia de los organelos celulares, que en periodos de
luz-obscuridad 12:12 hrs, el pico de autofagia se da a la mitad de la fase de luz
(Remé et al., 1991).

El significado de la variacién en el nidmero de nicleos a las diferentes horas
en una misma etapa de desarrollo parece ser similar a los cambios encontrados
por otros autores en Pacifastacus leniusculus; hay una zona de proliferacién
comdin de la cual se van a formar la retina, la lamina ganglionaris, la médula
externa la interna y la terminalis (Elofsson y Dahl, 1970), por lo tanto las células
se desplazan hacia éstas regiones del |6bulo 6ptico lo que produce cambios en la
cantidad de células. Por otra parte Hafner y colaboradores (1982) propusieron
que, en Procambarus clarkii, las células que pasan a formar parte de la retina se
encuentran en la porcién anterior en donde tendran una nueva diferenciacion,
siendo esta la zona en la cual sigue habiendo mitosis. Posteriormente estas
células migran hacia la region posterior en donde se encuentran las células mas
viejas, como ocurre en el caso de la retina de la cucaracha (Nowel, 1981; citado
en Hafner et al., 1982). Al haber movimiento de las células (lo cual lo confirman
los cortes que presentaron positividad al anticuerpo contra actina), hay algunas
que tal vez ya se desplazaron y antes estaban ocultas entre muchas otras células,
esto aunado a que hay mitosis, y a que con la técnica utilizada s6lo se detectan

nucleos y no citoplasma, podrian ser las razones por las cuales la cantidad de
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nucieos celulares que se observan varia a las diferentes horas del dia.

Las granulaciones positivas a serotonina se encontraron difusas en toda el
area que conforma la retina, puesto que se presentdé en rabdomos, células
retinulares, células pigmentarias, asi como en el cono cristalino y las fibras de los
axones de células retinulares. Otros autores (Hernandez et al., 1987; Aréchiga,
1977), reportaron que en el animal adulto sélo habia serotonina en las células
retinulares (pigmento proximal). En los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se encontré positividad a serotonina en otras estructuras ademas de las
células retinulares. Esto podria deberse a que los animales estudiados por los
autores antes mencionados, no fueron fijados a la misma hora, ni fueron de la
misma etapa que los utilizados en el presente estudio. El hecho de encontrar
positividad a serotonina en los tres estadios postembrionarios puede deberse a
que la serotonina estd actuando como una neurchormona induciendo el

desarrollo de las estructuras, como lo propusieron Goldberg y Karter (1989) para

Helisoma.
2. ETAPA POSTEMBRIONARIA II.

Antes de la fijacion, los acociles se mantuvieron en condiciones de
obscuridad. En esta etapa se observé la diferenciacion de los pigmentos proximal
y distal, puesto que se presenté la migracién del distal hacia la cérnea y del
proximal hacia membrana basal, por lo tanto se estaria presentando el reflejo de
adaptacion a la obscuridad, reflejo fotomotor (Aréchiga, 1992). Lo anterior parece
estar de acuerdo con lo reportado por Hafner y colaboradores (1982). Estos
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investigadores detectaron el reflejo fotomotor a partir del estadio POIL Las
observaciones morfolégicas de la retina, concuerdan con los hallazgos de Hafner
y cols. (1982), pues en efecto las estructuras son parecidas a las del acocil adulto,
aunque en este caso son de menor tamano y la distribucion de éstas no es frontal
como en los adultos. La diferencia en la morfologia de la retina, que se presenta
en esta etapa del desarrollo, dependiente de la hora del dia, podria deberse a
cambios en el nimero de filamentos y microvellosidades que conforman a cada
rabddmero (Hafner et al., 1991). No se descarta el que las estructuras podrian
variar a lo largo del dia, como es el caso de Musca domestica, en la cual se han
encontrado cambios ciclicos de células y axones a diferentes horas de! dia
(Meinertzhagen y Pyza, 1996). En esta etapa encontramos cambios en el numero
de nucleos a las tres horas del dia, disminuyendo a las 15:00 hrs. Este cambio es
proporcional al encontrado con el area de retina, lo cual también se debe a los
cambios en el numero de filamentos y de microvellosidades, asi como
posiblemente al movimiento celular como en el caso del POI, aunque los nucleos
celulares de los cortes a los que se les aplicé el anticuerpo contra actina
presentan muy pocos granulos positivos, lo cual indica una migracién celular.

En este estadio la inmunorreactividad a serotonina, al parecer empieza a
presentar un cambio ciclico, encontrandose un pico a las 15:00 hrs, inversamente
proporcional al encontrado en su morfologfa. Al analizar estos cambios, pareciera
haber un ciclo ultradiano que tiende a desaparecer en el estadio juvenil, cambio
que concuerda con las variaciones de amplitud del ERG, encontrados en otros

trabajos, los cuales se pueden observar en las figuras 9 y 14.
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3. ETAPA JUVENIL.

En la etapa juveni! los cambios estructurales que se presentaron en
comparacion con la etapa POII son el aumento del tamafno y definiciéon en sus
estructuras, y la distribucion de éstas es frontal como en el caso de los adultos.

La diferencia que se presentéd en el niumero de nucleos es inversa a la que
se encontré en el area promedio de los nicleos celulares, tal vez a esto se deba
que a nivel de area total de retina, no hubo cambios a las tres horas a las que se
llevé a cabo la fijacién de los animales.

En cuanto a la positividad a serotonina al parecer persiste una variacién
diaria, haciéndose mas evidente una tendencia hacia un ritmo de 24 hrs; a nivel
total la diferencia de inmunorreactividad entre el medio dia y la noche es mavyor
qQue entre la manana y el medio dia. La variacién de serotonina sugiere una
tendencia en paralelo con la ritmicidad de la respuesta eléctrica del ojo a la luz,
como se puede observar en las figuras 9 y 19. Desde luego esta posibilidad debe
investigarse mas a fondo en experimentos posteriores. El reflejo fotomotor se
expresa con mayor claridad, sin importar la hora del dia.

E! porcentaje de positividad a serotonina fue mayor en ésta etapa que en
POI1, como lo reportado por Goldberg y Kater (1989) para Helisoma, en donde
se encontrd6 un aumento a serotonina conforme avanza el desarrollo
postembrionario.
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IX. CONCLUSIONES.

1.- En la etapa POl no hay cambios significativos de

serotonina en la retina, a

inmunorreactividad a

las tres diferentes horas del dia, por lo que
aparentemente no hay un ritmo de inmunorreactividad a serotonina.

2.- No hay cambios en el drea total de la retina en el estadio POI.

3.- En POIl hay diferencia significativa en los cambios de positividad a la

serotonina en la retina, dependiendo de la hora del dfa. Los datos muestran
un aumento a las 15:00 hrs; lo que pudiera indicar la existencia de una
modulacién ciclica mediada por la serotonina. Parece haber un ritmo de
serotonina que sugiere una tendencia ultradiana.

4.- Aparentemente existe un cambio ciclico en la area de la retina, en la etapa
POII, que tal vez es crucial en el desarrollo, tanto anatémico, como de

maduracién del sistema serotonérgico para la expresion de la ritmicidad

circadiana.
5.- En los animales juveniles la presencia de la inmunorreactividad es parecida a
la de los organismos del estadio POIl, aunque en porcentaje total hay un

aumento. La variacion en la positividad a serotonina sugiere una tendencia
ritmica cercana a las 24 hrs,

6.- Los resultados de éste trabajo parecen indicar que en la ontogenia del acocil
existe un ritmo de inmunorreactividad a serotonina, con un curso temporal

similar al del ritmo de sensibilidad a la luz reportado en trabajos anteriores.
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