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1. RESUMEN.

En el presente trabajo se investigaron cambios en la inmunorreactividad
a la serotonina (5-HT) y a la hormona hiperglicemiante de crustaceos (CHH) a
tres horas del dia, en |a retina y complejo drgano-X-glanduia sinusal (OX-GS)
en dos estadios postembrionarios del acocii Procambarus clarkii, la etapa
postembrionaria 2 (PO2) y el estadio juvenil.

Para lo anterior, cortes histoldgicos de tallo ocular se procesaron
mediante técnicas de inmunohistoquimica y doble marcaje de
inmunofluorescencia, analizando estereolégicamente los cambios en la
cantidad de 5-HT y CHH a las tres horas del nictémero. Los resultados se
analizaron con un ANOVA seguida de una prueba post hoc de Schefié.

Los resultados obtenidos mostraron que tanto en el estadic PO2 como
en el juvenil, 1a Fraccién de Velumen de la inmunorreactividad a la 5-HT y a la
CHH presentan diferencias significativas entre las diferentes horas de
muestreo, 1o cual puede indicar ritmos diarios en |a actividad secretora. Por
otro lado, se encontrarcon coincidencias en la positividad a la 5-HT vy a la CHH
en estructura y hora de muestreo, lo cual puede deberse a que la 5-HT influye
en la secrecion de la CHH.

Con el objeto de investigar lo anterior, mediante ia técnica del ensayo
hemolitico inverso se determinaron tanto la secrecidon de CHH como su
posible modulacién por 5-HT. Los datos se analizaron mediante pruebas
estadisticas similares a las antes mencionadas.

L.os resuitados mostraron que tanto en la retina como en el complejo
OX-GS, hay células secretoras de CHH. Esta secrecion es modulada por |a 5-
HT en ambos casos.




1.2 ABSTRACT. j

To investigate possible relation between crustacean hyperglycemic
hormone {CHH) and serotonin (5-HT) during the development of crayfish, in the
presente thesis two studies by performing to different techniches were
undertaken. A first study investigated changes in CHH and 5-HT
immunoreactivity in the retina and the X-organ sinus gland complex (XO-3G) of
Procambarus clarkii at two developmental stages, the second postembryonicai
stage (PO2) and the juvenile stage, at three different times of day of a
photoperiodic cycle of LD 12:12 h, using qualitative and quantitative
immunochistochemical. in the retina, CHH immunoreactivity was located in the
tapetal cells while 5-HT immunostaining was founded in the retinular cells. In
the XO-5G, CHH immunopositive reactions were visualized in the CHH-cells,
The stereological analysis demonstrated that PO2 and juvenile stages showed
significant differences in the amount of the immunoreactive CHH and 5-HT
material at the three selected time points, indicating daily and related changes
between both regulating factors at the level of the X0-SG and the retina.
Based in those findings in a second study, we approached the possibie CHH-5-
HT relation by performing a reverse hemolytic piagque assay (RHPA) to
investigate in juvenile and adult crayfish 1) whether isolated cells of retina and
XO-5G secrete CHH and 2) whether 5-HT modify CHH secretion. The results
demonstrated that in both structures of the two developmental stages of
crayfish, two different populations of cells released CHH depending on 5-HT in
a dose-response manner,



2. INTRODUCCION.

2.1. GENERALIDADES DEL ACOCIL..

El acocil o cangrejo de rio es un animal perteneciente al phylum Artropoda,
clase Crustacea, subclase Malacostraca y al orden Decapoda. En México existen
diferentes especies de acocil, una de ellas es Procambarus clarkii, la cual es una
especie introducida, adaptada para habitar en sisternas iéniicos, los cuales se
caracterizan por tener verano seco y lluvias periddicas abundantes. Esta especie
posee una enorme capacidad de adaptacién, tanto metabdlica como conductual
(Hogger, 1988). Esle animal tiene un desarrolio directo, esio quiere decir que &l
desarrolic  larval se manifiesta en la etapa embrionaria, aunque
postembrionariamente todavia presenta cambios morfologicos. El crecimiento del
acocil se da mediante un proceso de muda; después de once mudas alcanza la
etapa de madurez sexual, 12 meses después de la eclosion (Sukd, 1954). Este
acocil presenta cuatro etapas del desarrolio postembrionario, [a etapa
postembrionaria 1 (PO1), ia etapa postembrionaria 2 (PO2), el juvenil y el adulto.

2.2. ETAPAS DEL DESARROLLO POSTEMBRIONARIO.

Después de la primera eciosidon el acocl se despoja de la membrana
embrionaria y entra en la etapa postembrionaria 1 (PO1). Esta etapa se
caracteriza por ta gran cantidad de vitelo que tienen en el cefalotorax (Fig. 1A), ni
el teison ni los urdpodos se encuentran bien desamroliados (Sandeman vy
Sandeman, 1990), presentan ojos sésiles vy ias estructuras que forman la retina
todavia no estan bien diferenciadas (Hafner et al., 1982; Escamilla-Chimal et al.,
1988; Fanjul-Moles, 1998), los acociles permanecen adheridos a los pledpados
de la madre y son de habitos diumos. Este animal muda de ocho a diez dias
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Figura 1.- Etapas del desarrollo postembrionario. A) estadio PO1 y B) estadio
POZ. (Tomado de Andrews, 1922).



después de la eclosion para pasar a la siguiente elapa del desarrolio.

2.2.1. ETAPA POSTEMBRIONARIA 2.

Despues de esta primera muda los animaies entran en la etapa
posternbrionaria 2 (PO2), en esta etapa que comprende de 10 a 28 dias de edad
después de la eclosién, el animal empieza a reptar en el sustrato,
desprendiéndose y prendiéndose de la madre. Los organismos PQO2 presentan
menos cantidad de vitelo en el cefalotorax, por lo que se ven mas delgados que
en la etapa anterior. Los animaies ya se pueden mover libremente, pero no son
muy activos y al final de este estadio la cantidad de vitelo es menor (Sandeman y
Sandeman, 1920) (Fig. 1B). Sus 0jos son pedunculados y (nicamente el 50% de
los fotorreceptores poseen pigmento, en esta etapa los animales son muy

parecidos al adulto (Hafner ef al., 1982). Posteriormente el animal muda para
pasar al estadio juvenil.

2.2.2. ETAPA JUVENIL.

El animal juvenil, por su morfologia externa, parece un adultc muy
pequefio, el cual no se prende de la madre, su color es café verdoso, es muy
activo y se alimenta de vegetales verdes, moluscos, larvas de insectos acuaticos,
detritos y/o de posibles restos de vitelo (los que aln lo conservan) y puede
presentar canibalismo (Goddard 1988). El acocil adquiere habitos nocturnos en
esta etapa del desarrollo; este juvenil tardara aproximadamente un afo en
alcanzar |la etapa adulta (Sukd, 1954; Castafion-Cervantes et al., 1995). En esta
etapa el acocil presenta todas las caracteristicas del animal aduito, aunque es
mas pequefic ¥y todavia no se puede reproducir. Por todo lo anterior este estadio
es de crucial importancia en muchos de los cambios, tanto morfologicos como
fisioldgicos, que ocurren durante el desarrollo.
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2.2.3. ETAPA ADULTA.

Ei animal adulto es muy similar al juvenii pero su tamafio es de al menos
55 mm de longitud, su exoesqueleto es de color rojo o café rojizo, en esta etapa
que el acocil ya estd maduro s cuando se pueden distinguir los caracteres
sexuales secundarios, en los machos estos son la aparicion del primero y
segundo par de pledpodos modificados en un drgano copulatorio llamado
petasma, las quelas son de forma rectangular y presentan una espicula en el
tercer par de pereidpodos {Sukd, 1953). En el caso de las hembras presentan un
desarrollado receptaculo seminal llamado annulus ventralis el cual se localiza en
la base de los pledpodos y una hilera de papilas translicidas simétricamente
distribuidas a lo largo del teison, estas espinas o papilas son estructuras

glandulares que facilitan la adhesién firme de las crias a su madre (Andrews,
1907).

2.3. SISTEMA NEUROENDOCRINO DE LOS DECAPODOS.

2.3.1. SISTEMA NERVIOQSO.

El acocil adulto como todos los crustaceos, presenta un sistema nervioso
central de tipo ganglionar el cual estd formado por dos cordones nerviosos
ventrales que unen a varios ganglios en forma de escalera; un ganglio cerebroide
(ganglio supraesofagico), un ganglio subesofagico, cinco ganglios toracicos y
cinco ganglios abdominales; de cada ganglio salen [os nervios que inervan los
diferentes apéndices. El ganglio cerebroide es considerado como una serie de
ganglios fusionados {Maynard, 1965), se divide en tres regiones; a) protocerebro,
que inerva la regién Optica, b) deutocerebro, que inerva las anténulas, y c)
tritocerebro, que inerva las antenas y el intestino.



2.3.2. TALLO OCULAR.

Los acociles adultos poseen cjos de tipe compuesto, pedunculados,
localizados en posicién anterodorsal del cuerpo vy separados de é! por el rostrum.
A partir de la etapa PO2 la superficie de cada ojo esta cubierta por una comea
con pequenos cromatoforos (Hafner et al., 1982), en €l adulto esta coérmea es de
aproximadamente 60 yim de ancho, forma el limite dptico entre et medio ambiente
liquido © gaseoso y €l medio acuoso, es secretada por pequefias céiulas
comeagenas (dos por omatidia) que se encuentran inmediatamente por debajo
de la cornea. Posterior a ésta se localiza 1a retina y debajo de ésta se encuentra
el pedinculo ocular (Fig. 2).

2.3.2.1. RETINA.

La retina (Fig. 2A) esta formada por 2500 omatidias (Fig. 2B), estas son las
unidades basicas de la fotorrecepcion. La omatidia es un elemento Optico
individual en el que las estructuras fotorreceptoras especializadas en la absorcion
y transduccion de la luz se encuentran en el centro (Shaw y Stowe, 1982). Cada
omatidia constituye una subunidad constituida por la comea, el cono cristalino, 8
células retinulares y sus axones, los rabdomos, 4 células fapetales y la
membrana basal, aunque en cada omatidia también existen células pigmentarias,
las del pigmento distal y las del pigmento proximal. Las omatidias cambian
conforme avanza el desarrollo postembrionario, en el estadio juvenil estas
estructuras son mas elongadas y tanto el cono cristaline como los rabdomos son
mas alargados que en el estadio PO2.

El cono cristalino es |a estructura 6ptica que hace converger la luz hacia las
celulas fotorreceptoras, esta compuesto por porciones de varias células cuyas
partes centrales son transparentes; cuatro céiulas para cada omatidia. La luz
incidente, despues de pasar a través de la comea, pasa por el cono cristalino y
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Figura 2.- Esquemas de: A) Representacién esquematica de un grupe de
omatidias y axones de las células retinulares. RD regidn distal ( parte distal de
los rabdomos, céluias del cono cristalino y raiz del cono), RM region medial
(células tapetales y rabdomos), RP regiéon proximal (membrana basal y axones
de las células retinulares). B} Comparacién de la omatidia tipica del acocil en la
etapa PO2 y juvenil. El sistema didptrico se encuenira mas elongado y aumenta
el tamano de los rabdomos en la etapa juvenil. C: cornea, CC: cono cristalino,
CPD: células del pigmento distal, CR: células retinulares, R: rabdomo, CT:
células del tapetum, CPR: céluias del pigmento reflector, MB: membrana basal,
A axones de las células retinulares. C) Tallo ocular del acocil juvenil. R: retina,
LG: tamina ganglionaris, ME: médula externa, M. médula intema, MT: médula
terminatis, SG: glandula sinusal, XO-8G: tracto drgano-X-glandula sinusal, XO-
organo-X, TO: tracto optico



posteriormente es absorbida por el rabdome principal.

El rabdomo principal esta constifuido por las microvellosidades de 7
rabdémeros individuales de las células retinulares R1 a R7, estos rabdémeros
estan formados por millares de invaginaciones llamadas microvili o
microvellosidades, en las células retinulares R1, R2, R5 y R6 las
microveilosidades corren dorsoventraimente, con respecto al eje anteroposterior,
y en las células R3, R4 y R7 se encuentran arientadas horizontalmente. Hay un
numero fijo de 8 células retinulares, ia octava célula retinular no contribuye al
rabdomo principal, sino que forma un rabdémero pequefio, que probablemente
actia como un filtro de luz, antes de que ésta llegue ai rabdomo principal. El
rabdormo es una estructura especializada en la captacion de foiones (Nassel,
1982), que contiene un pigrnento fotosensible, 1a rodopsina, el cual por accion de
la luz se convierte a metarrodopsina,

Los axones de las células retinulares, antes mencionadas, se extienden
hacia ta membrana basal, entre ellos se encuentran senos venosos.

En cada omatidia se encuentran células pigmentarias que contienen jos
pigmentos de blindaje, estos son pigmentos obscuros que en ios crustaceos, al
parecer estan formados por omocromos, como la melanina y las pterinas
(Ghidalia, 1985). Entre estos pigmentos se encuentran: el pigmento distal, el
proximal y un pigmento reflector. Cuando los animales estan expuestos a la luz,
los pigmentos se dispersan a lo largo de la omatidia blindando ia entrada de luz,
y cuando el animal se encuenira en obscuridad se agregan permitiendo su
entrada. La redistribucion de los pigmentos blindantes ayuda a controlar la
apertura del campo de vision de la omatidia.

El pigmento distal se localiza en |las células pigmentarias distales, también
llamadas células del pigmento primario, células obscuras o células pigmentarias
absorbentes, éstas se encuentran rodeando al cono cristaline y se extienden
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desde la cornea hasta la membrana basal (Rao, 1985). Cuando los ojos estan
adaptados a la luz, el pigmento se encuentra disperso cubriendo el cono
cristalino y en la obscuridad se encuentra agregado hacia la comea. El
movimiento de este pigmento en condiciones de luz es regulado por la hormona
dispersora del pigmento distal y en la acumulacion en adaplacion a la obscuridad
es regulado por la hormona concentradora de eritréforos (Aréchiga et al., 1993).

El pigmento proximai se encuentra en el citoplasma de las células
retinulares R1 a R7, cuando el ojo se encuentra adaptado a la luz el pigmento
rodea al rabdomo y cuando estd adaptado a la obscuridad se presenta en los
axones de las células retinulares, por debajo de la membrana basal. Este
pigménto migra como una respuesta directa a la luz (Rao, 1985).

Eil pigmento reflector de luz se encuentra en las células tapetales. En el
acocil, el pigmento reflejante parece ser inmovil, puesto que aparentemente no se
desplaza (Page y Larimer, 1975).

Las célula tapetales son también llamadas células del pigmento secundario
o células del pigmento refiector, las cuales se localizan rodeando a las omatidias
(Rao, 1985), estas células se diferencian a partir de la etapa PO2 (Hafner et al.,
1982; Escamilla-Chimal et al., 1998). Hasta hace relativamente poco tiempo no
se sabia cual era ia funcion de estas células en la retina, recientemente Meyer-
Rochow (1999) aportd evidencias de que la reflexién de la luz parece ser solo
una de las funciones de las células tapetales, otra funcion es de naturaleza
metabdlica que esta relacionada con las células retinulares y pigmentarias.

La membrana basal, en los crustaceos, fue un término adoptado sin ningln
analisis claro de sus componentes para designar a una lamela claramente visible
que delinea la parte omatidial del resto del pedinculo ocular. Esta no es una
estructura aislada, esta formada por una porcion celular y una extracelular. La
composicion de la parte celular varia, puede incluir terminales dilatadas (pies) de
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células pigmentarias o también pueden formar parte de ésta las células gliales
{que pueden ser idénticas a las células basilares). Odselius y Eiofsson (1981)
proponen que cualquier célula que forme parte de las omatidias puede contribuir
a la formacion de la membrana basai. La porcién extracelular esta formada por la
base de los rabdomos y la 1amina basal.

La lamina basal esta constituida por matriz extracelular, la cual es una
capa delgada y fibrilar, esta formada por muchas proteinas que mantienen unidas
a las células, regulan su desarrollo y determinan su crecimiento, entre estas
proteinas se encuentran el colageno tipo IV, las lamininas, las fibronectinas y ios
proteoglicanos. El término lamina basal se usé en muchas investigaciones
realizadas en crustaceos, como sinénimo de membrana basal, aunque esta es
mas compleja (Odselius y Elofsson, 1981).

Una razén obvia de que exista la membrana basal es que les da polaridad
a las células y es el soporte mecanico que estabiliza a las omatidias. Se ha
propuesto que la funcién de la porcion celular puede ser nutrir a las células del
cono y a las retinulares o bien regular la actividad hormonal relacionada con el
movimiento de los pigmentos en las células del pigmento distal. La membrana
basal no constituye una barrera a la hemolinfa (Elofsson y Odselius, 1975). Por
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 blindantes de la retina que actdan como una seudopupila (Shivers,
1967).

2.3.2.2. PEDUNCULO OCULAR.

Por debajo de 1a retina se encuentra un espacio vascuiar, al que le sigue un
neuropilo no muy bien definido, |a 1amina ganglionaris, por debajo de ésta se
encuentran tres neurdpilos bien definidos: la méduta externa, la médula intema y
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la médula terminatis (Maynard, 1962) (Fig. 2C).

En el adulto la idmina gangiionaris y las médulas estan constituidas por
una regién central, el neurdpilo, formada por fibras nerviosas, glia, senos
venosos, céiulas sanguineas y algunas neuronas, y una region periférica formada
por células nerviosas con diferentes caracteristicas. Shivers (1967) clasificd a las
neuronas en dos: 1) las neurosecretoras de tipo 1 que presentan granulos de
1000-1700 A de didmetro, son de gran tamaiio, presentan nicleo prominente y se
localizan principalmente en el OX; y 2) las neurosecretoras de tipo 2 que
contienen granulos de 1500-2100 A, el cuerpo celular es grande, el citoplasma se
enhcuentra lleno de material heterogeneo denso y se iocalizan en la region de la
médula terminalis.

Entre la médula externa y la intema se encuentra un quiasma, el externo, y
entre la médula interma y la terminalis se localiza el quiasma internc; ambos
quiasmas estan constituidos por fibras nerviosas, ascendentes y descendentes,
las que provienen de neuronas que se encuentran en diferentes partes del l0bulo
optico, al parecer los quiasmas se formaron por el giro de {os neurdpiios que
conforman las médulas durante la etapa embrionaria (Elofsson y Dahl, 1970).
Entre la médula externa y la interna, hacia la region lateral externa, se encuentra
la glandula sinusal (GS). Hacia la region frontal laterail interna de la médula
terminalis esta el drgano-X (0X), las fibras de ias neuronas de! OX forman el
tracto que termina en un seno venoso formando la GS. Finalmente, de la médula
terminalis sale el tracto optico, o también llamado nervio éptico, que liega a la
region protocerebral del ganglio cerebroide, (Sandeman, 1982).

En posicién anterior y hacia un costado ‘de la médula terminalis, se
encuentra un neurdpilo glomerular ilamado cuerpo hemielipsoidal.

El 6rgano-X es particularmente interesante pues esta formado por ceéiulas
ganglionares neurosecretoras que presentan un nicleo de 12 a 16 ym, y poco
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citoplasma. Es aqui en donde se secretan algunas hormonas que se almacenan
en la GS, como la hormona inhibidora de la muda (HIM), la hormona
hiperglicemiante de crustaceos (CHH), la hormona dispersora del pigmento rojo
(RPDH) (Rudolph y Spaziani, 1990), la hormona dispersora y concentradora del
pigmento distal, la hormona inhibidora de la muda (MIH), etc.

Shivers (1967) describié dos tipos de neuronas presentes en el OX, sin
embargo en el microscopio 6ptico no se pueden distinguir facilmente una de la
otra. Un tipo de neuronas al parecer estan relacionadas con el desarrollo, son las
que secretan una neurchommona, la cual se transporta por flujo axdnico y se
libera al sistema vascular. El otro tipo de neuronas son las que sintetizan un
producto que pasa a lo largo de los axones hacia el botdn sindptico donde se
libera como un ftransmisor, también llamade neurohumor. Las neuronas
liberadoras de neurotransmisores, se piensa que estan involucradas en la
actividad de los cromatéforos y en el movimiento de los pigmentos de la retina.
Kleinholz y Keller (1973) proponen que el complejo organo-X-glandula sinusal
(OX-GS) es analogo a la hipdfisis anterior de los vertebrados por la diversidad de
efectos fisiologicos que tienen, constituyendo una convergencia evolutiva.

La glandula sinusal, fue la primer estructura en los crustaceos que mostré
tener un papel endocrino, es una estructura neurohemal muy vascularizada
formada por proyecciones axénicas {neuritas) de las médulas extema, intema, el
quiasma intemo y del érgano-X- médula terminal (MTOX). Se estima que las
terminales axénicas provenientes del OX forman el 90% del total de la GS
(Cooke y Sullivan, 1982), y el 10% restante esta formado por terminales axénicas
provenientes de las estructuras del tallo ocular antes mencionadas. £l OX y la
GS, son el lugar de sintesis, de almacenamiento y de liberacion, de las
neurohormonas responsables de la regulacion del metabolismo v las diferentes
funciones que permiten la adaptacion ambiental; como la regulacion de azucar en

13



la hemolinfa, la adaptacion a la luz, la muda, etc. (Rudolph y Spaziani, 1990).
Esta estructura se ha propuesto como una regién fundamental para la regulacion
de la posicidn de los pigmentos retinianos y tegumentarios, asi como de
hormonas que intervienen en el ritmo de sensibilidad a la luz y el ritmo motor,
participa en la regulacion de los eritréforos (Aréchiga ef al.,, 1993) y tal vez en la
manifestacion de ios ritmos circadianos (Cooke y Suilivan, 1982).

2.3.3. GLANDULAS ENDOCRINAS.

Ademas del complejo OX-GS existen otras glandulas encargadas de la
secrecion de diversas hormonas de importancia para la fisiologia de los
crustaceos, estas se mencionan y describen a continuacion.

- Organos postcomisurales.- Son un par de estructuras neurohemales, asociadas
con la comisura tritocerebral, que al igual que el complejo OX-GS, estan
formadas por terminales axénicas que almacenan y liberan neurchormonas, tales
como las encargadas del cambio de color del animales (Knowles, 1953;
Fingerman, 1966).
- Organos pericardicos.- Son érganos neurohemales, se sitGan en el seno
venoso, como la cavidad pericardica que rodea al corazon, estos dérganos
consisten de fibras, plexos y terminales nerviosas, las cuales liberan hormonas
que tienen actividad cardicexcitatoria. Extractos de estos tejidos incrementan la
frecuencia del batido del escafognatito, ayudando a la ventilacion (Kleinholz,
1985).
- Organo-Y.- Es una glandula pareada situada en el segmento maxilar de la
cabeza (Fingerman, 1997), secreta la hormona inhibidora de la muda (MIH)
{Skinner, 1985).
- Glandula androgénica.- Es una glandula accesoria, esta unida a la region
14



subterminal eyaculatoria del conducto deferente, es la encargada de la
diferenciacion y maduracion del sistema reproductor masculino y los caracteres
sexuales secundarios (Crontin, 1947).

- Ovarios.- Producen la hormona ovarica que induce el desarrolio de las
caracteristicas sexuales secundarias (Fingerman, 1997), la hormona vitelogénica,
la hormona de |a madurez gonadal, etc.

- Organos mandibulares.- Se localizan cercanos al misculo abductor mandibular
posterior, fueron descritos por primera vez por Roux en 1868 (citado en
Fingerman, 1997), su funcion aun es incierta.

2.3.4. SEROTONINA.

La serotonina (5-HT) es una monoamina que pertenece a un grupo de
compuestos aromaticos ilamados indoles, con un anillo de 5 miembros gue
contienen nitrogeno unido a un anilio benzeno. Esta moneamina se forma a partir
del aminoacido triptofano, y per medio de la enzima triptofano hidroxilasa, que
pone un grupo hidroxilo en |a posicion 5 del grupo indol del aminodcido triptofano,
se convierte en 5-hidroxitriptofano (5-HTP). El 5-HTP es descarboxilado por la
enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa, para formar la 5-hidrexitriptamina (5-
HT) o serotonina (Nicholls et af., 1992) {fig. 3). La enzima triptofano hidroxilasa es
la enzima limitante en la sintesis de 5-HT (Schwartz, 1985; McGeer ef al., 1987;
Cooper et al., 1996). Es poco lo que se conoce referente a los mecanismos de
accion de la 5-HT en las neuronas de los crustaceos y en particular del acocil,
con excepcion de unos pocos estudios en los que se ha mostrado que la 5-HT
trabaja a través de los segundos mensajeros inosito! trifosfato {IPs) y AMP ciclico
(AMPc), también se sabe que incrementa €l niomero de vesiculas que son

liberadas lo cual se da a una velocidad relativamente rapida, en otras palabras
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Figura 3.- Sintesis de la serotonina.
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aumenta la eficiencia sinaptica (Southard et al., 2000).

En los invertebrados, las aminas funcionan tanto como neurotransmisores,
y neuromoduladores como neurchormonas. La 5-HT se ha propuesto como un
modutador circadiano de los sistemas visuales de los invertebrados
(Nadakavukaren et al., 1986), asi mismo regula funciones motoras, y s un
moduiador de la funcién sensorial y de la actividad interneuronal en los anélidos,
artrépodos y moluscos al igual que en los vertebrados (Walker y Holden-Dye,
1989).

En Aplysia, la 5-HT facilita el reflejo de retraccion branquial y los reflejos
alimenticios, también participa en los procesos visuales cambiando la fase del
ritmo circadiano de actividad eléctrica del nervio optico en €l ojo aislado (Eskin et
al., 1882), e incrementa la sensibilidad visual en Limufus (Barlow et al., 1977). En
los ofiuridos, promueve el aumento del nado de las larvas y la concentracion de
ésta aumenta conforme avahza el desarrolio embrionario y larvai, presentando
mayor concentracion de 5-HT en el momento de la eclosion. En {a langosta,
modula la programacién motora y central para la flexion mediando asi la postura
extensora (de defensa) y la flexora (de agresion) (Beltz y Kravitz, 1987).

Goldberg y colaboradores (1986; 1989) demostraron que la 5-HT esta
presente en el sistema nervicso de embriones del molusco Hefisoma y puede
actuar como un requlador del desarmrollo. Estos autores encontraron que hay un
aumento en la expresion a 5-HT en diferentes neuronas en las etapas
postembrionarias.

En los crustaceos se han encontrade neuronas serotonérgicas en varios
gangiios del sistema nervioso central, los pedtnculos oculares y hemolinfa del
acocil y de la langosta (Sandeman ef al.,, 1988; Beltz y Kravitz, 1983) durante
todas las etapas del desarrolio. El encontrar inmunorreactividad a 5-HT desde
etapas tempranas del desarrolic y que permanezea hasta ia etapa adulta podria
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deberse a que esta monoamina ejerce una accién neuromoduladora sobre varios
sistemas neurales, ademas de que podria estar relacionada con la hahilidad del
acocil para regenerar sus apéndices (Sandeman y Sandeman, 1990). Elofsson y
colaboradores (1982) encontraron 5-HT en la hemolinfa de la forma juvenil del
acocll Pacifastacus leniusculus, esto sugiere que ia 5-HT actia como una
hormona inmediatamente después de la eclosion.

Se ha reportado la presencia de 5-HT en el sistema nervioso del acocil
Cherax destructor desde la etapa embrionaria hasta el adulto. En este acocil la 5-
HT incrementa la frecuencia de los potenciaies de accién en las terminales
motora_ls y parece que afecta la actividad de las motoneuronas en los ganglios
centrales, y la transmisién neuromuscular periférica. (Sandeman y Sandeman,
1890).

Resultados de nuestro laboratorio corroboraron lo anterior para
Procambarus clarkii encontrado inmunorreactividad a 5-HT en los pedunculos
oculares (Escamilla-Chimal et al., 1998; Escamilla-Chimal et al., 2001) y en el
ganglio cerebroide (Castanon-Cervantes et al., 1998), desde la etapa PQO1 hasta
el adulto.

Estudios realizados in vivo € in vitro con técnicas de microscopia
electrénica, en pedlnculos aislados de Procambarus clarkii adulto, han
demostrade que existe un incremento noctumo de la 5-HT, que parece ser
coincidente al aumento de la sensibilidad de ios fotorreceptores visuales. Lo
anterior se ha atribuido a que la 5-HT influye en la retraccion del pigmento
proximal en ojo aislado de acocil (Frixione y Hemandez, 1989). Aréchiga y
colaboradores (1990) han propuesto que la serotonina juega un papel de
modulador, en la fase noctuma, del ciclo circadianc en la retina del acocil.
Kulkarini y Fingerman (1992} sugirieron que existian relaciones entre 5-HT, 1a uz
y algunas neurchormonas como la hormona dispersora del pigmento rojoy la
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hormona de adaptacion del pigmento distal a 1a luz.

La 5HT se ha propuesto como un sincronizador o acoplador de los
diferentes ritmos circadianos del sistema visual de los crustaceos. Por otra parte,
estudios realizados en el peddnculo ocular, han demostrado que la 5-HT es una
neurchormona y/o neurotransmisor que modula in vivo la secrecién y liberacion
de las neurohormonas producidas por el OX y liberadas por la GS (Tensen et al.,
1991); tal es el caso de la hormona hiperglicemiante de crustaceos (CHH) en los
acociles Astacus leptodactylus (Strolenberg y Van Herp, 1977, Van Herp y
Strolenberg, 1980) y Procambarus clarkii (Chi-Ying et al., 2000), la hormona
inhibidora de la muda (MIH), v de la hormona dispersora del pigmento rojo
(RPDH} (Rudolph y Spaziani, 1990). El pape! de ia 5-HT en la regulacidén de la
secrecion y fransferencia de diferentes neurohormonas, ha sido el objeto de
estudio de varias investigaciones (Kulkarni y Fingerman, 1992; Fingerman, 1897);
sin embargo, €l papel de la 5-HT en la secrecién de CHH, se a comprobado en el
OX-GS en algunas especies de acocil pero no ha sido dilucidado su papel ni en
la retina ni en la especie Procambarus clarkii en ambas estructuras.

2.3.5. HORMONA HIPERGLICEMIANTE DE CRUSTACEOS.

La hormona hiperglicemiante de crustaceos (CHH) es un péptido
termotabil, que se ha caracterizado como una proteina de pequefio tamaro
molecular (Kleinholz y Keller 1973), la especie Procambarus clarkii presenta dos
isoformas de CHH, la CHH-I y [a CHH-Il (Yasuda, et al., 1994), esta hormona es
sintetizada en el OX, se transporia por el tracto OX-GS a la GS donde es
almacenada y liberada (Keller, 1992; Van Herp, 1998). La CHH es la encargada
de aumentar los niveles de giucosa en hemolinfa.

En experimentos realizados por Kieinholz y colaboradores (1967) en los
cuales inyectaron CHH en crustaceos de la especie Orconectes, observaron que
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dos horas mas tarde de la inyeccién se incrementaba la concentracion de glucosa
en sangre. Por ofra parte se ha reportado que cambios circadianos en la
secrecion de CHH estén relacionados con los ritmos circadianos de los niveles
de glucosa sanguinea (Hamann, 1974). En el acocil Asfacus lepfodactylus la
méaxima concentracion de glucosa en hemolinfa se presenta de dos a tres horas
después de iniciar el periodo de obscuridad (Gorgels-Kailen y Van Herp, 1981).

Estudios de microscopia electrénica demostraron que en los acociles
Astacus fepfodactylus al inyectarse 5-HT hay un aumentce en el nimero de
vesiculas en exocitosis y poco tiempo después se produce una hiperglicemia, lo
anterior ocurre en la primer hora después de iniciar el periodo de obscuridad
(Strolénberg, et al., 1977). La CHH se ha encontrado en las células del pedunculo
ocular, en esta misma especie mediante deteccion con inmunoflucrescencia, se
identificaron 32 células de la parte distal del complejo ganglionar MTOX que
contienen CHH. La mitad de estas células muestran una baja afinidad por el
anticuerpo a CHH lo que sugiere que estas células se encuentran en diferentes
etapas en el proceso de secrecion (Gorgels-Kallen y Van Herp, 1981); también se
ha reportado un patron circadiang en la inmunorreactividad de las céluias
individuales productoras de esta hormona {Gorgels-Kallen y Voorter, 1934,
Gorgels-Kalien y Meij, 1989).

Gorgels-Kallen y Voorter en 1985, reportaron que en la especie Astacus
leptodactylus, ias células responsables de ia sintesis de CHH (en el OX)
presentan diferentes etapas secretoras, esto lo correlacionaron con la ritmisidad
de 24 h de concentracion de glucosa en hemolinfa por lo que estos auiores
sugirieron que estas celulas deben ser estimuladas dos horas antes de que inicie
el periodo de obscuridad. Después del apagado de la luz (inicio del periodo de
obscuridad) se presenta una gran cantidad de CHH en los axones que ilega a las
terminales axonicas de la glandula sinusal, posteriormente hay una gran actividad
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exocitética que causa una fuerte liberacion de CHH dentro de la hemolinfa, cuatro
horas mas tarde se produce una hiperglicemia en el animal. Este mismo proceso
se repite con menos intensidad al inicio del periodo de luz.

También en el acocil Orconectes limosus, se encontré un ritmo en la
concentracién de glucosa en hemolinfa con dos niveles méaximos, 1 y 3 horas
después de iniciar el periodo de obscuridad. La CHH en hemolinfa llega a su
maxima concentracién 2 horas después de iniciar el periodo de obscuridad, estos
niveles de CHH y glucosa bajan durante el dia y permanecen en niveles basales
(Kallen et al., 1990).

Por otra parie, se ha reportado que células productoras de CHH, contienen
en sus terminales nerviosas, uniones sinapticas de 5-MHT en el acocil Asfacus
leptodaclylus (Van Herp y Kalten, 1991).

La hormeona hiperglicemiante tiene un papel multifuncional en los
crustaceos (Fingerman, 1997) ya que ademas de jugar un papel central en los
procesos metabolicos, como el metabolizar carbehidratos, es un secretagogo de
tas enzimas digestivas en el hepatopancreas (Keller y Sedimeir, 1988; Santos y
Keller, 1993), esta involucrada en el control de la reproduccion, la inhibicionde la
muda y la osmorregulacién (Chammantier-Daures et al., 1994; Webster, 1998).
Estos cambios han sido reportados para diferentes especies de acociles (Kallen
et al., 1988).

Chang y colaboradores (1998), propusieron que la CHH puede tener
diversos locus de sintesis y secrecion ademas del complejo OX-GS, puesto que
al cortar ambos tallos oculares en ta langosta Homarus americanus, estas
lograron sobrevivir alrededor de un afio, con niveles basales de CHH en
hemolinfa. Entre los posibles locus de sintesis y secrecién de CHH estan el
corddn ganglionar, ya que se han encontrado genes de expresion de CHH en H.
americanus {De Kleijn et al., 1995; Reddy et al , 1997), el ganglio cerebroide, los
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ganglios toracicos y los organos pericardicos puesto que se encontrd
inmunorreactividad a CHH en en estas estructuras de C. maenas (Keller et al.,
1985), ésto también fue corroborado mediante la técnica de ELISA.

En estudios recientes se ha reportado que la CHH es sintetizada por dos
tipos de células; el complejo OX-GS preduce esta hormona en un porcentaje
mayor que otras neurohormonas, ei proceso de sintesis desde los precursores
hasta la liberacion de las dos isoformas de CHH dura al rededor de 14 horas (Fig.
4) (Ollivaux y Soyez, 2000).

2.4. RITMOS BIOLOGICOS.

La mayoria de los seres vivos detectan claramente las estaciones del ciclo
anual, presentando asi una gran capacidad de adaptaciéon para poder identificar
los cambios en los pericdos de diz-noche, que estan reiacionados con los
movimientos de rotacion y trasiacion de la Tierra (Pitendrigh y Minis, 1964,
Reinberg y Smolensky, 1993). Estos cambios son fos que determinan la actividad
de los organismos como la reproduccion, migracion, alimentacion, depredacion,
ciclos de actividad-reposo y suefio-vigilia, la floracion en el caso de las plantas,
ete., los cuales se presentan ritmicamente. Los cambios ciclicos ambientales
pueden sincronizar algunos de estos ritmos, entre ellos estan la temperatura y la
luz que es considerada como la senal mas importante, Los sistemas biolégicos
son capaces de mantener su ritmicidad, adn en condiciones ambientales
constantes, lo cual indica que los mecanismos generadores de éstos son de
naturaleza endogena.

Kalmus (1935) definic a un ritmo bioldgico como la recurrencias de
cualquier evento en un sistema biolégico en intervalos mas © menos regulares
(Citado en Aschoff, 1981). Ejemplos de ritmos bioldgicos son: la menstruacion, el
ciclo estral, 1a hibernacion, la migracion, ia floracion, la frecuencia respiratoria, |a
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Figura 4.- Diagrama de los tiempos de liberacion de la CHH en el complejo OX-
GS. (Reesquematizado de Ollivaux y Soyez, 2000).
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Los ritmos bioldgicos fueron clasificados por Halberg y colaboradores
(1965) de acuerdo con la duracion del periodo dei ciclo (z). Sin embargo, Enright
(1981) clasificod los diferentes ritmos en funcidn a la frecuencia con ia que se
presentan, es decir el inverso del petiodo (1/1). En base a la frecuencia, son tres
tos principales tipos de ritmos: ultradianos, circadianos e infradianos. Ademas de
éstos, también existen otros ritmos, como los circa-anuales, que se presentan
cada ano, jos tidales (mareales), etc.

Los ritmos ultradianos se definen como un fenémeno que se presentia
recurrentemente en periodos menores a 19 horas, por io que se presentan con
una frecuencia mayor a la de un dia. Ejemplos son el movimiento rapido de [os
ojos (MOR) durante el suefio, la respiracién, los latidos cardiacos, las ondas
cerebrales, etc.

Los ritmos infradianos tienen periodos maycres a 29 horas, por lo que su
frecuencia es menor a un dia, como la larviposicidon del mosquito, el ciclo
menstrual en los mamiferos, los ciclos reproductores, etc.

2.4.1. RITMOS CIRCADIANOS.

Los ritmos circadianos son los ritmos que se presentan con periodos
aproximados a ias 24 horas, aunque si tomamos en cuenta los otros dos tipos de
ritmos, se puede considerar que son ritmos con periodos mayores a las 19 horas
y menores a las 29 horas. Ejemplos de ellos son los ritmos de secrecién del
cortiscl, la prolactina y la melatonina, los ciclos suefo-vigilia y actividad-reposo,
asi como numerosos ritmos fisiologices en vertebrados e invertebrados.

La palabra circadiano proviene del latin Circa que significa cerca de y dies
que significa dias. Este término fue utilizado por Franz Halberg en 1859 (citado
en Aschoff 1981), para describir ciclos de aproximadamente 24 horas, que son
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estudios sobre los ritmos circadianos desde los afos de 1850, mediantie los
cuales ha demostrado que el ritmo no es un fendmeno aprendido (citado en
Pittendrigh y Minis 1984). Se ha comprobado la endogenicidad y sincronizacion
de esie tipo de ritmos a faclores externos © zeitgebers (dador de tiempo) que
también se repiten una vez cada 24 horas, como por ejemplo l1os cambios
nictemerales (dia-noche).

Las caracteristicas mas distintivas de los ritmos circadianos son:

1} Son endégenos y programados genéticamente.

2) Son susceptibles de ser sincronizados.

3) Al ser enddgenos persisten en oscilacién espontanea en ausencia de seriales
externas.

4) En general el periodo es mayor de 24 horas para especies diumas y menor en
las especies noctumnas, cuando los organismos estan en obscuridad constante.

5) Son capaces de compensar cambios de temperatura.

6) Generaimente desaparecen bajo luz intensa constante.

Para gque estos ritmos se expresen es necesaria la existencia de un reloj
biologico interno. Pittendrigh y Aschoff definen al reloj biolégico como una
estructura organica que funciona como marcapaso; es una entidad funcional
localizable, capaz de oscilar autosostenidamente y capaz de detectar y
sincronizarse a cambios ritmicos externos, impone el periodo y la fase a los
Procesos organicos.

El acocil Procambarus clarkii manifiesta una serie de ritmos circadianos
que han sido bien estudiados (Aréchiga et al., 1993), se ha observado que el
movimiento de los pigmentos retinianos, proximal y distal presentan un ritmo
circadiano (Aréchiga et al, 1990; Larimer y Smith, 1980). Asimismo se ha
caracterizado el ritmo de sensibilidad del ojo a la luz, la cual se puede determinar
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mediante los cambios en la amplitud del electromretinograma (ERG) o cual se ha
caracterizado tanto en el animal adulto (Aréchiga y Yanagisawa, 1973) como
durante el desarrollo (Fanjul-Moles et al, 1987; Fanjul-Moles et al., 1992;
Fuentes-Pardo et al., 1992).

El ERG es la respuesta extracelular del cjo a la luz, producida por ia
diferencia de potencial elécirico, entre las estructuras visuales del ojo y el
electrodo de referencia. E! voltaje registradc 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 pV o0 mas de la mafiana a la noche. A ésta
diferencia se le denomina ritmo de amplitud del ERG, y presenta un ritmo
circadiano (Aréchiga y Fuentes, 1970).

La amplitud del ERG, es mayor cuando los pigmentos estan en posicion de
adaptacién a la obscuridad y es menor cuando estan en posicion de adaptacién a
la luz (Rao, 1985). No obstante hay cierta ritmicidad del ERG que puede no ser
necesariamente regulada por la migracion de los pigmentos.

En los acociles Procambarus clarkii de la etapa PO1 el ritmo ERG es
ultradiano pues se manifiesta con caracteristicas de un periodo de 15 min a 4 h,
conforme avanza el desarrollo del acocil, el periodo del ritmo aumenta,
presentandose un ritmo circadiano evidente a los 30 dias de edad, aunque este
animai no tiene un ritmo circadiano de ERG bien establecido hasta los 90 dias
postnatales (Fanjul-Moles et al., 1987).

En animales adultes, se ha propuesto que la amplitud del ERG, a un pulso
de intensidad constante, depende de la actividad fisiolégica de tres estructuras
(Aréchiga et a/., 1993). Una es la sensibilidad de los propios fotorreceptores a la
luz debido a cambios en su conductancia iénica; otra es la posicién del pigmento
proximal, por uitimo, la posicién 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 sensibilidad de los fotorreceptores a la luz puede ser
regulada por cambios circadianos endodgenos en los componentes oculares
pigmentarios. Ei pigmento proximal migra como una respuesta directa de los
fotorreceptores a la iuz y a la obscuridad, y el pigmento distal es sensible a las
neurchormonas liberadas, como una respuesta a ia luz y a la obscuridad
(Aréchiga, 1977). La hormona dispersora del pigmento distal se libera en la
iluminacibn y promueve la dispersibn de este pigmento; la hormona
concentradora de eritréforos mueve el pigmento distal hacia la cémea durante la
obscuridad constante; las dos hormonas se producen en el complejo OX-GS. En
los crustaceos, se ha asumido que el pedtinculo ocular es un lugar de generacion
de ritmicidad circadiana. En estudios realizados con el acocil Procambarus clarki
se observé que los pedinculos oculares aislados son capaces de generar un
ritmo circadiane autosostenido de secrecidon de la hormona concentradora dei
pigmento rojo (Rodriguez-Sosa et al., 1994).

La 5-HT tiene un efecto directo sobre la retina, actuande en las célutas
fotorreceptoras, aumentando la respuesta a la luz y promoviende la retraccion de
los pigmentos de los fotorreceptores retinianos. La presencia de 5-HT en la
noche determina la retraccion del pigmento e incrementa la sensibilidad del
fotorreceptor (Aréchiga et al., 1990).
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3. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA.

En los crustaceos se han propuesto dos estructuras como marcapasos del
ritmo circadiano de la actividad de la respuesta retiniana a fa luz, el I6bulo éptico,
para la sincronizacion unilateral, y el ganglioc supraesofagico, para la
sincronizacion bilateral. Sin embargo, hasta ahora este modelo no puede explicar
totalmente ni la génesis, ni la sincronizacién y acoplamiento del sistema.

Estudios previos durante el desarroilo del acocil, han mostrado que las
etapas PO2 y juvenil, son las etapas clave en la maduracion de varios ritmos
circadianos, como ef ritmo circadiano del ERG (Fanjul-Moles et al., 1987), el
ritmo circadiano de actividad locomotora (Fanjul-Moles, 1998) y el ritmo
circadiano de 5-HT (Castandn-Cervantes et al.,, 1999). Estos trabajos han
evidenciado que durante las etapas PO2 y juvenil, cambian parametros
circadianos tales como el valor del periodo, la fase y la amplitud del ritmo, por lo
que éstas etapas podrian ser consideradas como marcadores de la maduracion
de los efectores responsables de los ritmos y de su acoplamiento a los
marcapasos. En el caso del ritmo del ERG los efectores son los fotorreceptores
oculares, cuya sensibilidad circadiana depende de las neurchormonas liberadas
en el complelo OX-GS mencionado previamente. Una de estas neurohormonas
podria ser la CHH, aunque nunca se ha propuesto una accion de CHH sobre la
retina.

Algunos experimentos fisiologicos mostraron gue la liberacion de CHH se
lleva a cabo en las terminales axénicas de la GS en varios crustaceos
(Strolenberg y Van Herp, 1977; Martin, 1978; Kallen, 1988). Por otra parte, Saenz
y colaboradores (1997) reportaron gue en el acocil Procambarus clarkii 1a 5-HT
induce despolarizacién en las células del OX, que por suforma, localizaciény
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tamano, son semejantes a las sintetizadoras de CHH. Aunadoc a lo anterior Chi-
Ying y colaboradores (2000 han reportado que 1a 5-HT induce un aumento en los
niveles de glucosa en la hemolinfa del acocil Procambarus clarkii. Sin embargo,
el papel de la CHH en los mecanismos que subyacen los ritmos de sensibilidad
visual en el acocil Procambarus cfarkii, no han sido explorados.

En caso de que lo anterior se cumpla, se investigara: 1) si la 5-HT y la CHH
estan presentes in situ en las estructuras consideradas como marcadores del
ritmo circadiano del ERG, i.e. la retina y el complejo OX-GS en el acocil P. clarkii.
2) Si las variaciones diarias de la inmunomreactividad a 5-HT, reportadas en la
retina (Escamilla-Chimal et al., 1998), también se presentan en el complejo OX-
GS, y ver si estan relacionados con las variaciones diarias en la
inmunorreactividad a CHH en las mismas estructuras. 3) Si en la retina y el
complejo OX-GS hay células secretoras de CHH y 4) Si la 5-HT infiuye en la
secrecion de CHH en células de la retina y del pedincule ocular det acocil P.
Clarkii.
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4, HIPOTESIS.

Hipdtesis general.

La serotonina y/o la hormona hiperglicemiante de los crustaceos participan
como moduladores y/o efectores en la expresion de los ritmos circadianos de
amplitud del ERG del acocil Procambarus clarkii.

Hipdtesis particulares:

‘H1. Tanto la 5HT como la CHH se encuentran en las estructuras
consideradas como marcapasos de |los cambios de sensibilidad del ¢jo, i.e.: la
retina y el complejo érgano-X-glandula sinusal, presentando cambios diarios
tanto en su localizacidn como en su concentracion.

H2. Puesto que el ritmo de ampiitud ERG sufre cambios importantes en sus
parametros circadianos (amplitud y fase) durante el desarrolio, y en especial
entre los estadios PO2 y juvenil, las diferencias temporales en la concentracion y
localizacion de 5-HT y CHH seran un indicador de la participacion de estas dos

neurchormonas en el proceso de maduracion det riime circadiano.

H3. La 5-HT produce cambios en la secrecion de CHH en células aisladas
de la retina y el sistema organo-X-glandula sinusal modulando esta secrecion.
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5. OBJETIVOS.

Para probar la H1:

Detectar si estructuras del tallo ocular, en acociles de las etapas PO2 y
juvenil, consideradas claves en [os mecanismos de génesis y expresion de los
ritmos biologicos, presentan inmunorreactividad a 5-HT y CHH.

Para probar la H2:
Cuantificar cambios ciclicos a tres horas del dia en la inmunorreactividad a

CHH y 5-HT en dichas estructuras, mediante el método de estimacion de fraccién
de volumen.

Para probar la H3:

Mediante el método de ensayo hemolitico inverso, determinar y cuantificar
la secrecién de CHH en Ia retina y el complejo OX-GS.

Determinar y cuantificar el efecto de 5-HT sobre la secrecion de CHH en
células de la retina y del complejo OX-GS.
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6. METODO.

6.1. ANIMALES.

Se utilizaron acociles adultos de la especie Procambarus clarkii, los cuales
fueron colectados en el Rio Conchos en Saucillo, Chihuahua. Una vez
aclimatados a las condiciones de laboratorio, se distribuyeron colocando en cada
acuario 6 hembras con 3 machos para reproduccion. Cuando se detectaron las
hembras ovigeras fueron separadas del resto de los acociles en una pecera
individual. A partir de la eclosién se llevd el conteo del nimero de dias que
transcurrian para determinar la etapa en la gue se encontraban los acociles, de
esta manera obtuvimos los animales de las etapas PO2 y juveniles (de dos
meses de edad). Los animales se mantuvieron en condiciones de luz-obscuridad
(LOY 12:12 (7:00 h encendido de fuz) y con una temperatura de 20-22°C, en
acuarios con filtro biolggico vy se alimentaron tres veces a 1a semana con
verduras cocidas.

6.2. HISTOLOGIA.

12 acociles de cada una de las etapas PQO2 y juvenil (n=24) fueron
anestesiados a tres diferentes horas del dia (8:00, 15:00 y 20:00 h), colocandolos
en el congelador durante 30 min, durante los cuales permanecieron en
obscuridad constante con la finalidad de que los pigmentos de la retina se
encontraran en adaptaciéon a la obscuridad (agregados en la region distal y
proximal respectivamente). Inmediatamente se disectaron los tallos oculares de
cada animal utilizando un microscopio de diseccién (Qlimpus SZ SCTU1).

Cada tallo ocular se fijd en formaldehido al 10% durante 12 horas, se
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deshidrataron en alcoholes graduales & diferentes concentraciones de la
siguiente manera: 24 h en 50%, 24 h en 70%, 12 h eén 96% y 12 h en 100%.
Finalmente cada tejido se colocd 30 min en xilol para aclarario.

Cada ojo se incubé en Paraplast (Oxford Labware) durante 12 horas en una
estufa (Felisa) a 59°C y posteriormente se incluyeron en blogues; mediante un
microtomo (American Optical 820) se hicieron cortes histologicos longitudinales y
transversales de 4 pm de grosor. Los cortes se pegaron con grenetina en
portacbjetos utilizando un bario de flotacién (Lab. Line Instruments Inc.).

Las laminillas de cada ojo se desparafinaron 30 min en xilol y
posteriormente los cortes se rehidrataron pasandolos por aicoholes graduales: 10
min en 100%, 10 min en 96%, 5 min en 70%, 5 min en 50% y finalmente agua
destilada, para proceder a realizar las técnicas de inmunohistoquimica o
inmunoflucrescencia.

6.2.1. TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA.

En una primera aproximacion, tanto para visualizar la 5-HT como la CHH
en las estructuras del tallo ocular, asi como para deierminar la dilucion a la cual
se utilizaria el anticuerpo contra CHH y 5-HT, un animal PO2 y uno juvenil (para
cada hora de muestreo) se procesaron mediante técnicas de inmunohistoquimica
de acuerdo al método ABC (Priestley, 1997). Para localizar la CHH se utilizé un
anticuerpo policlonal contra CHH de Astacus (Gorgels-Kallen y Van Herp, 1981,
donado por el Dr. Van Herp) en diluciones 1:100, 1:500 y 1:1000 en amortiguador
de fosfatos a pH 7.6 (PBS), escogiendo como dilucion final 1:500. Por separado,
para visualizar la 5-HT se us6 un anticuerpo monoclonal contra 5-HT (Dako)
probandose las diluciones 1:10, 1:50 y 1:80 en PBS, eligiendo la dilucién 1:10.
Tambieén se probaron diferentes tiempos y temperaturas de incubacion con el
anticuerpo primario: 1 h a temperatura ambiente (TA), 2haTA 14ha4°C, 18 h

33



a 4°C y 24 h a 4°C; finalmente se decidié incubar 18 h a 4°C. Posteriormente
todos los cortes se incubaron en un anticuerpo secundario (IgG anti-conejo)
bictinilado (BioGenex) durante 20 min y se marcaron con fosfatasa alcalina
conjugada con estreptavidina (BioGenex), por 20 min. Se lavaron con PBS,
fueron tefiidos con el cromogeno rojo rapido (BioGenex) y contrastados con
hematoxilina de Mayer (BioGenex). Posteriormente estos cortes se lavaron con
agua de la llave para parar la tincidn de la hematoxilina y después con agua
amoniacal al 1% por 10 seg. para virar la reaccion de la hematoxilina. Finalmente
los cortes fueron montados en medio de montaje acuoso Vikel (donado por el M.
en C. Viktor Romero-Diaz).

6.2.2. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA.

Con el objeto de cuantificar fa inmunorreaccion a 5-HT y CHH, se prosiguio
a realizar la técnica de inmunofluorescencia con doble marcaje.

Se utilizaron tres laminillas por 0jo de cada acocil. Previamente en cada
una de las laminillas, se delimitd el area en la que se encontraban los cortes {con
un PAP pen) para asegurar que todos los medios de incubacion permanecieran
sobre los cortes. Posteriormente los portaobjetos se colocaron en una camara
hameda y obscura. Los cortes se lavaron con PBS a pH 7.6 durante 5 min, se
incubaron 20 min con un bloqueador de proteinas (suero normal de cabra,
BioGenex). Este bloqueador reduce la tincion de fondo que se presenta por los
eniaces no especificos de los anticuerpos con el tejido.

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo monocionat contra 5-HT (Dako)
en una dilucién 1:10 y con el anticuerpo policlonal contra CHH de acocil, con una
dilucién 1:500, durante 18 h a 4 °C. Se lavaron 5 min con el PBS. La 5-HT se
reveld con el fluorocromo FITC cabra-anti-raton en dilucién 4:10 (Dako), 2 min a
£9 °C y 6 h a temperatura ambiente, después se lavd con PBS. La CHH se reveld

34



con el fluorocromo Rojo Texas cabra-anti-conejo en dilucidn 1:50 (Rockland} 1 h
a temperatura ambiente y se lavé 5 min con PBS. Finaimente se montaron los
cortes con medio de montaje acuoso para fluorescencia (Dako).

Se realizaron dos tipos de controles, por una parte [as preparaciones
control se procesaron sin la incubacién con los anticuerpos primarios
correspendientes; por otra parte los cortes fueron incubados por separado ya sea
con el anticuerpo anti-5-HT preabsorbido con un exceso de complejo de 5-HT
sulfato de creatinina (500 pg/ml, Sigma), o con anticuerpo contra CHH
preabsorbido con extracto crudo de tallo ocular de P. clarkii {(Kleinholtz et al.,
1967).

6.2.3. MORFOMETRIA Y DIGITALIZACION DE IMAGENES.

Con el objeto de cuantificar ia cantidad de inmunofluorescencia a 5-HT y
CHH se cuantificé la cantidad de fluorescencia en las estructuras mencionadas
previamente en un microscopio de luz con epiflfuorescencia (Labophot 2 HFX-DX,
Nikon). Por o anterior los cortes se visualizaron capturandolos a 40X, por medio
de un sistemna procesador de imagenes (Hamamatsu C5510-01, Argus 20, con
camara Nikon Fx-35DX) via una computadora, mediante el programa de captura
video Buzz, con el software MGI Video Wave SE+ (IOMEGA). Posteriormente las
imagenes fueron analizadas con el programa Sigma Scan Pro para Windows
(Jandel Scientific Softwar, version 3.0), el cual permitic medir el area de
inmunofluorescencia de cada estructura.

La retina se dividid en tres regiones arbitrarias: a) retina distal (RD), abarca
desde el cono cristalino hasta la region distal de los rabdomos, b) retina medial
(RM), que corresponde a las células retinulares, [os rabdomos y las células
tapetales, y ¢} retina proximal (RP}, constituida por la membrana basal y los
axones de las células retinulares ( Fig. 2A). Cada una de las regiones
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mencionadas se tom6 coma el 100% del drea, posteriormente se midié el area de
cada zona inmuncpositiva a los anticuerpos, cada una por separado para
posteriormente calcular el porcentaje de fluorescencia positiva a 5-HT y a CHH
que presentaba cada region de la retina.

Por ofra parte se midié el area total del OX, de la GS y del tracto OX-GS
tomandose como el 100% cada uno de ellos, también se midi6 el area
fluorescente, positiva a los anticuerpos y con ello se calculd el porcentaje de
inmunofluorescencia a 5-HT y CHH.

Con lo anterior se estimé la fraccion de volumen (\7\/) de las estructuras
flucrescentes, verde (5-HT) y rojo {CHH), estimado por una técnica de conteo de
puntos (Gundersen et al., 1988). El area toial de cada una de las estructuras fue
definida como el espacio de referencia y la fluorescencia fue la region de interés
de acuerdo con el método de Thompson (1930), con la férmula:

(YY)

PUY refy= L (¥, ref ) = Plref)

Dénde P(Y) indica el nimero de puntos que caen en el espacio de interés y P(ref)
es el nimero de purtos que caen en el espacio de referencia. Los puntos
contados se usan para estimar areas, la cual es por si misma un estimador del
volumen (Howard v Reed, 1998). En este estudio la Vv expresa la cantidad
relativa de inmunorreactividad a 5-HT o a CHH en cada una de las estructuras
antes mencionadas. Los datos se presentan como la media la desviacion

-
estandar de la Vv inmunofluorescente expresada como porcentaje.
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6.2.4. MICROSCOPIA CONFOCAL.

Con el objeto de corroborar los datos, cada una de las estructuras de
interés, una por cada etapa y hora de muestreo, se observd en un microscopio
confocal (MRC 2100, Nikon).

6.2.5. ANALISIS ESTADISTICO.

A los datos obtenidos se les aplico Ia prueba de Bartlett, para verificar la
homogeneidad de las varianzas de cada muestra. (Bartlett, 1937; Aguilar-Garcia,
1981), y determinar que prueba estadistica se aplicaria a los datos.

La prueba de Bartlett demostrd que Ias varianzas eran homogéneas dentro
de cada grupo a las tres horas investigadas, por lo cual se decidié aplicar un
analisis de varianza (ANOVA) de una via (p<0.05), seguida de una prueba post
hoc de Scheffé. Estas pruebas se llevaron a cabo tanto para la 5-HT como para
la CHH. La ANOVA permite determinar 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 ias medias de dos o mas muestras
(Dawson-Saunders y Trapp, 1993). Todas las pruebas estadisticas se realizaron
con el programa Statistica.

6.3. ENSAYO HEMOLITICO INVERSO (RHPA).

Esta técnica permite identificar una célula en una poblacion celular mixta
de acuerdo con su secrecion hormonal, asi como cuantificar esta secrecion. Esta
tecnica utiliza 1a hemolisis mediada por complemento en presencia del complejo
antigeno-anticuerpo (Neill y Frawtey, 1983; Hiriart y Ramirez-Medeles, 1991).

Una vez que se logré montar la técnica y con el objeto de caracterizar la
secrecion de CHH en células del tallo ocular, se realizaron 5 repeticiones
experimentaies por duplicado de la técnica de RHPA.
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6.3.1. MEDIOS DE CULTIVO (Microlab).

L-15-1.

Medio de cuitivo Leibovitz (L-15) modificado para tener 205 mM de NaCl,
4.5 mM de KCI, 13.5 mM de MgCl2, ademas de 8 mM de glucosa, 10 mM de
HEPES, 0.1% de albimina (BSA), gentamicina (16 pg/ml), penicilina 200 U/ml,
estreptomicina 200 pug/ml y anfotericina B (0.5 ug/mi), a pH 7.4.

L-15-2.

Medio de cuitivo L-15, igual que el L-15-1, sin gentamicina y con
bicarbonato de sodio, 0.1% de BSA, peniciling 200 U/m! vy estreptomicina 200
poiml.

-15-3.

Medio de cultivo L-15, igual que el L-15-1, sin gentamicina ni glucosa y con
bicarbonato de sodio, 0.1% de BSA, penicilina 200 U/mi y estreptomicina 200
ug/ml,

L-15-4,

Medio de cuitivo L-15, igual que el L-15-1, sin gentamicina ni glucosa, con
40 mM de KCI, bicarbonato de sodio, 0.1% de BSA, penicilina 200 U/ml y
estreptomicina 200 ug/mi.

6.3.2. DISECCION DE TALLOS OCULARES.

Acociles juveniles de dos meses de edad de la especie Procambarus clarkii
se mantuvieron en un fotoperiodo LO 12:12 (7:00 h encendido de la luz), en
acuarios con filtro biolGgico a una temperatura de 20-22°C. A los acuarios se les
ponian unas gotas de azul de metileno y/o verde de malaquita para disminuir ios
parasitos que presentaban los acociles, esto se realizd tres veces por sernana,
durante las dos semana anteriores a que los animales fueran sacrificados.
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Tres acociles por cada experimento se anestesiaron durante 30 min en el
congelador, sus tallos oculares (6 por cada ensayo) se lavaron con alcohol al
96%, se cortaron y lavaron tres veces con medio L-15-1.

Los tallos oculares fueron despojados de Ja quitina mediante un
microscopio de diseccion (Olimpus SZ SCTU1). Por otra parte, en una caja petri
Faicon (previamente impregnada con silgar), se colocaron los tallos oculares
utilizando microalfileres, lo anterior fue necesario para retirar el tejido conectivo y
muscular, dejande unicamente los neurdpilos del pedinculo ocular y [a retinag,
estos tultimos fueron separados en ese momento.

6.3.3. DISPERSION DE CELULAS.

En una campana de flujo laminar (VECO) la retina y el pedinculo ocular
(por separado) se colocaron en tubos de centrifuga estériles (Coming), se les
agregaron 40yl de colagenasafdispasa diluida en L-15-1 (2 mg/mi, Sigma), para
que se [levara a cabo la digestion se agitaron los tejidos durante 20 min a 37°C,
en un bafo de agitacion (American Optical). Posteriormente las diferentes
poblacicnes celulares fueron dispersadas por pipeteo manual con pipetas
Pasteur sificonizadas. Las células ya dispersas se lavaron 2 veces en medio L-
15-1, para lo cual se colocaron en una centrifuga (Beckman) 10 min, 188 xga 15
°C. Posterior a los lavados, las células se contaron en una camara de Neubauer
haciendo una mezcla de 3l de azul tripano y 27 pl de celulas diluidas en 1 ml de
medio de cultivo, para determinar |a viahilidad de ias células.

El resto de las células que no se contaron se colocaron en cajas petri
Falcon estériles con medio L-15-1, estas cajas a su vez fueron colocadas en una
camara himeda estéril en la que se dejaron durante 21 horas para su
recuperacion.
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6.3.4. MARCAJE DE ERITROCITOS.

5 ml de eritrocitos de borrego (Microlab) se colocaron en un tubo de
centrifuga (Corning) y se Hevaron a 15 mi con una solucién salina de NaCl al
0.9%, se centrifugaron 10 min a 395 x g, el sobrenadante se desech6 y el “pellet’
se lavd dos veces mas de igual manera.

Al “pellet” final de eritrocitos se le agregaron gota a gota 500u! de Proteina-
A (Sigma), la cual se obtiene de estreptococos. Posteriormente se le agregaron
gota a gota 2.5 mi de cloruro de cromo (Sigma) al 4% diluido en soiucion de NaCl
al 0.9%, el cual es un guelante que ayuda a que la Porteina-A se una a la
membrana de los eritrocitos.

En un bafio de incubacién {Baxter Scientific Products) se incubd la mezcla
anterior durante 1 hora a 28-30 °C, moviendo lentamente cada 15 min.

Posteriormente el complejo anterior se lavé 3 veces con NaCl al 0.9%
centrifugando a 270 x g durante 10 min. y se |e hizo un dltimo lavado con solucién
salina RPMI (Microlab). Finalmente el “peliet” se dejo en refrigeracién en solucién
de RPMI hasta el siguiente dia.

6.3.5. RHPA.

De los eritrocitos marcados se colocaron 8 ml en un tubo de centrifuga y se
llevaron a 16 ml con una solucion salina de Hank, se sentrifugd 10 min a 385 x g,
haciendo un segundo lavado con medio L-15-2, en el “pellet” de eritrocitos se
resuspendié en medio L-15-2 en una dilucion 1:10.

Por ofra parte, las células del talio dispersadas junto con el medio en el
que se encontraban se colectaron en tubos de centrifuga, se les agregd medio L-
15-2 y se centrifugaron 10 min a 188 x g, 2 veces para hacer los lavados y quitar
el medio que contenia gentamicina.

Con una micropipeta, se calcuid el volumen del “pellet” de las células antes
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mencionadas y posteriormente se les agregaron los eritrocitos marcados en una
dilucion 1:1. Este complejo se colocd por capilaridad en camaras Cunningham
previamente tratadas con poli-L-lisina (Sigma) (0.5 mg/ml de buffer Tris, pH 8.2) ¥
lavadas 4 veces con agua bidestilada, esto fue para cambiar la polaridad del
vidrio de la cdmara y que se pegaran todas ias células; las camaras Cunningham
se introdujeron en una camara himeda la cual a su vez se metid a una
incubadora con CO2 a 37 °C (Forma Scientific inc., modelo 3158s/n3472-4281}),
para promover la adhesion de ias células al piso de las camaras. Posteriormente
se hicieron lavados con medio L-15-3 y se incubaron 1 hora con el anticuerpo de
acocil contra CHH (donado por el Dr. Van Herp} en una dilucién 1:10, diluido en
L-18-3 con 40 mM de Kcl. Paralelamente, otras célufas se incubaron en
presencia de diferentes concentraciones de 5-HT sulfato de creatinina (5, 10 y 50
uM; Sigma), siendo el KCl y la 5-HT los secretagogos, teniendo por lo menos dos
camaras en el ensayo por cada tratamiento. Finalmente las células se lisaron por
incubacion con complemento de cobayo diluido 1:20 en L-15-4 durante 45 min.
Todos los medios se introdujeron en las camaras por accion capilar (Fig. 5).

Se llevaron a cabo diferentes controles de 1a técnica de RHPA, en unas
camaras se suprimid el KCi y/o el anticuerpo contra CHH. El control de las
camaras experimentales carecia de 5-HT.

Las células se fijaron 30 min con glutaraldehido (Sigma) al 2% en NaCl al
0.9%, finalmente se colocan las céamaras en frascos con NaCl, para
posteriormente ser analizadas.

Las células que secretaron CHH estaban rodeadas por una placa de

eritrocitos lisados, a o cual llamamos inmunoplaca.
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Figura 5.- Representacicn esquematica de la técnica de RHPA, 0RBC-PrA: Eritrocitos de horrego marcados con
ia proteina-A.
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6.3.7. INMUNOCITOQUIMICA.

Con el fin de identificar y obtener la cantidad de células que presentaron
placa y el porcentaje de éstas que eran inmunorreactivas al anticuerpo contra
CHH, se realizo una inmunocitoquimica. Para ello primero se llevé a cabo la
técnica de RHPA, de la misma manera que se describié anteriormente. Antes de
la fijacion de las células se marcaron ias células con y sin inmunoplaca. En este
caso en lugar de fijar las células con glutaraldehido se fijaron con
paraformaldehido durante 12 h., posteriormente se les quitaron los cubreobjetos y
se realizo una incubacién con el amortiguador TBS y Tritén al 0.3% durante una
hora, después se hicieron tres lavados de 5 min con amortiguador TBS vy
bloqueador de proteinas al 1% (suero normal de cabra; BioGenex), y se dejaron
incubando toda la noche a 4°C en TBS con blogqueador de proteinas al 2% en
presencia del anticuerpo contra CHH en dilucién 1:500. La técnica continido
realizandose como en la inmunohistoquimica ({(descrita anteriormente).
Finalmente cada celula, la cual ya habia sido identificada mediante el marcaje de
los portaobjetos y fotografias de cada célula con placa, se volvié a observar al
microscopio para determinar si fue positiva o no al anticuerpo contra CHH.

6.3.7. ANALISIS DE DATOS.

Por cada camara, se midid el area de por io menos 80 inmunoplacas, el
tamafio de estas es proporcional a la cantidad de sustancia secretada, se
cuantifico el nimero de células secretoras y no secretoras para obtener un
porcentaje, por lo menos se midieron 400 células en total. La respuesta secretora
bromedio tanto de las células retinianas como de las células del pedunculo ocular
se evaluo mediante el indice de secrecion (1.S.), que se obtuve multiplicando el
area promedio de las inmunoplacas por F, donde F = # de células secretoras ~ #
total de céiulas. Este se compard en los diferentes tratamientos
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1.S. = (F ) X (X del area de las placas )

6.3.8. ANALISIS ESTADISTICO.

A los resultados obtenidos se les aplico una prueba estadistica de ANOVA
de una via seguida de una prueba de contrastes de Scheffé, asi como una prueba
de correlacion para determinar e indice de comrelacién p. Estos analisis se
llevaron a cabo con el programa Statistica.
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7. RESULTADOS.

7.1. INMUNOHISTOQUIMICA.

Los datos obtenidos con inmunohistoquimica y microscopio de luz
mostraron que la inmunopositividad a CHH se localizé en la retina, dnicamente
en la zona que corresponde a las células del tapetum, ademés de presentarse en
la GS, el OX y en el tracto OX-GS. Lo anterior se presentd tanto en los
organismos P02 como juveniles.

Las estructuras que resuitaron positivas a 5-HT, en ambas etapas del
desarroilo, fueron varios elementos de la retina como lo son el cono cristalino, el
citoplasma y los axones de las célutas reticulares. La GS, el OX y el tracto OX-
GS no mostraron positividad a la 5-HT a ninguna hora de muestreo en ninguna de
las dos etapas. Estos datos no fueron cuantificados.

7.2. INMUNOFLUORESCENCIA.

Se encontraron cambios ciclicos en la Vv de la inmunoftuorescencia a 5-HT
y CHH, en las estructuras, tanto del PO2 como del juvenil, estos cambios
dependieron de la hora del dia. En |a figura 6 se muestran los cambios ciclicos en
la inmunofiuorescencia a 5-HT y CHH, en la retina (figs. 6A y 6B) y en el
complejo OX-GS (figs. 6C y 6D). Algunos de los valores que se obtuvieron para
el PO2 en las diferentes estructuras se encontraron invertidos en espejo en la
etapa juvenil. En el érgano-X fue |a dnica estructura, tanto en jos organismos PO2
como juveniles, en la que se localizé ta fluorescencia doble para 5-HT y CHH a la
misma hora. Un fendmeno similar pero invertido (es decir en horas externas
opuestas) se encontrd en el estadio PO2 con respecto al estadio juveni! (figuras
6C y 6D),
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2000

8:00 15:00

Figura 6.- A) Retina de la etapa PO2. B) Retina de la etapa juvenil. C) Compleje OX-GS de la etapa P0O2. D)
Complejo OX-GS de la etapa juvenil. o 5-HT, @ CHH a tres horas del dia. La densidad de los circulos ejemplifica
el porcemtaje mostrado en la tabla 1.
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7.2.1 ETAPA PO2,

La positividad a la 5-HT se localizd en la retina distal en particular en la
zona gue corresponde at cono cristalino, a tas 15:00 y 20:00 h (\7v 792y 7.91%
respectivamente) sin mostrar diferencias estadisticas significativas; en la retina
media que corresponde a la regién del citoplasma de las células retinulares, se
presentd a las 8:00 h (\7\/ 16.82%) y a las 15:00 h (Vv 14.23%); en Ia retina
proximat se enconird una Vv del 91.71% en la zona correspondiente a los axones
de las células retinulares a las 20:00 h (figs. 7A, 7B 7C). En estas estructuras las
diferencias significativas a las tres horas de muestreo se pueden observar en la
tabla 1 y en la figura 8A.

En el érgano-X se observé muy poca fluorescencia, esta positividad a 5-HT
s0lo se vio en el microscopio confacal, a las 15:00 h (C’v 0.82%) y 2G:00 h (Qv
0.51%) (figs. 7D, 7E, 7F). Los datos no mostraron diferencia significativa (tabla 1,
fig. 8B).

La prueba estadistica de ANOVA reveld gue hay diferencias significativas
en la inmunorreactividad a 5-HT a las tres horas del dia (F=1819, p<0.05).

La fluorescencia a CHH se encontré en la retina media, Gnicamente en la
region correspondiente a las células tapetales, a las 15:00 h (Vv 12.68%) v a las
20:00 h (\?v 28.17%) (figs. 7A, 7B, 7C). El analisis de varianza reveld diferencias
estadisticamente significativas. Lo anterior se puede observar en la tabla 1, y en
la figura 8A.

De ta misma manera, la CHH se localizé en 1a GS, 0X, y fibras del tracto
OX-GS (figs. 7D, 7E, 7F), habiendo diferencias significativas en la GS entre las
8:00 (\}\v 53.01%) vs 15:00 (V\v 27.71%) y 20:00 (\7\/ 0%) y tas 156:00 vs 20:00 h;
en el tfracto OX-GS la diferencia se encontré entre las 8:00 (\7v 11.89%) y 20:00
(17\/ 16.29%) vs las 15:00 h. El OX fue positivo a CHH a las 15:00 (\?v 1.995%) y
20:00(‘;}1: 2.18%), encontrando diferencias significativas entre estas dos horas
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Figura 7.- Microfotografias confocales en las que se muestran los cambios diarios
a la inmunofluorescencia a 5-HT (verde) y CHH (rojo) en el acocil de la etapa
PO2. A) Retina a las 8:00 h B) Retina a las 15:00 h. C) Retina a las 20:00 h. D)
organc-X a las 8:00 h, negativo a los dos anticuerpos, E) organo-X a ias 15:00 h.
F) 6rgano-X 20:00 h. (rc) citoplasma de ias células retinulares que expresan 5-
HT, (r) rabdomos sin inmunorreactividad, (tc) células tapetales positivas a CHH,
(@) axones de las células retinulares que expresan positividad a 5-HT, (xo)
células del drgano-X positivas a CHH con terminales nerviosas que expresan 5-
HT, la tincién amarilla corresponde a sitios en los cuales la 5-HT y CHH
coinciden. La barra representa 19.5 pm.
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contra las 8 00 h (tabla 1, fig. 8B)

Las estructuras positivas a 5-HT y CHH coinciden con las observadas en el
microscopio confocal, excepto el OX en las 15:00 h para 5HT y CHH y a las
20.00 h para 5-HT. La prueba de ANOVA reveld que hay diferencias significativas
en la inmunorreactividad a CHH (F=74.4, p<0.05) a las tres horas del dia.

7.2.2. ETAPA JUVENIL.

Las estructuras de este estadio que mostraron inmunofluorescencia a 5-HT
{figs. 9A, 9B, 9C), fueron en la retina distal que corresponde al cono cristalino
presentande diferencias significativas entre las 15:00 (\.711 18.33%) vs las 8:00 (Vv
1.49%) y 20:00 (W 0%). En la retina media se encontrd una Vv 75.05% de 5-HT
a las 15:00 h en el citoplasma de {as células retinulares. Estos datos mostraron
una diferencia significativa entre esta hora y las 8:00 y 20:00 h. En la retina
proximal {a0Xnes de las células retinulares) también se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre las tres horas de muestreo, 8:00 (\7v 33.04%),
1500 (\/}v 75.05%) y 20:00 (\7\/ 18.53%). Lo anterior se muestra en la tabla 1 y en
la figura 8C.

En el resto del pedinculo ocular Unicamente se localizd la positividad a 5-
HT en el OX a las 08:00 (\’?v 0.93%) (figs. 9D, 9k, 9F), por lo que &l ANOVA
mostro diferencias significativas entre esta hora con respecto a las 15:00 y 20:00
h en las cuales el porcentaje fue de cero (tabla 1, fig. 8D). La prueba estadistica
de ANOVA revelé que hay diferencias significativas a las tres horas del dia para
la inmunorreactividad a 5-HT (F=249, p<0.05).

En ia retina hay una regién en la cual se observdé mas inmunorreactividad
anti-5-HT, la cual tamhbién se observé en el PO2, esta misma region se puede
observar en preparaciones realizadas con la técnica de inmunohistoquimica de
luz (ABC).
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Tabla 1. Parcentaje de la Fraccidn o Densidad de Volumen inmunarreactiva que expresa 5-HT y CHH
a diferentes horas del dia, en las etapas PO2 y juvenil

Etapa Tiempo  Anli- Retina distal Retina Retina OX Tracto GS
de dia (RD) mediat (RM)  proximal
1)) (RF) OX-GS
PO2 8:00 5-HT 0 16.8:2.2 0 Y 0 0
CHH 0 g o 0 11.9-1.7 53+11
15:00 5-HT 7.9:0.2 14.2:0.9 0 08 0 0
CHH 0 127:0.6 0 1.99* 0 27.7:0.8
2000 5-MT 7.9:0.1 o 91.7:2.8 0.5* 0 0
cHH 0 282:19 0 2.2:0.5" 16.3:1.4 0
Juvenil  B:00 5-HT 1.49:01 0 33:0.3 0.93* 0 0
CHH 0 9.2:0.2 0 36:02 14.7+1.2 0
15:00 5-HT 18.3:1.4 15:7.6 75:7.6 ] 0 ¢
CHH 0 0 0 0 82.4:0.6 95.1+5
20:00 5-HT ] 4] 18.5:0.4 0 0 0
CHH 0 3.2:0.02 0 0 0 45.9:2.6

Los valores son la media - 12 desviacion estandar.,
Nota: * estos valores son datos Unicos.
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Figura 8.- Gréficas que muestran la Fraccion de Volumen de inmunorreactividad
a 5-HT y CHH en las diferentes estructuras del tallo ocular de los estadios PO2 y
juvenil. Los datos son la media % la desviacidn estandar, el asterisco indica las
diferencias significativas (p<0.08).
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Las estructuras positivas a CHH fueron, al iguat que en el PO2, la retina
media s6lo en ia regién que corresponde a las células del tapetum (figs. 9A, 9B,
9C), presentando diferencias significativas entre las tres horas del dia, las 08:00
(\’fv 9.17%), las 1500 (Vv 0%) v las 20:00 ({/\v 3.24%). Lo anterior se muestra en
ia tabla 1 vy en la figura 8C.

En el resto del tallo ocular, se encontraron diversas estructuras
fluorescentes a CHH (figs. 9D, 9E, 9F), entre las que se encuentran la GS con
diferencias significativas iguales que las células del tapetum, entre las tres horas
de muestreo las 8:00 (Vv 0%), las 15:00 (Vv 95.12%) y las 20:00 (v 45.92%); el
OX sélo mostrod positividad a CHH a las 8:00 (Vv 3.568%); por Uitimo el tracto OX-
GS también fue positivo y mostré diferencias significativas entre las tres horas
8.00 (\?v 14.7%), 15:00 (Vv 82.36%) y 20:00, en la que el porcentaje fue de cero
(tabla 1, fig. 8D). El ANOVA reveld que en la inmunorreactividad a CHH
(F=122.6, p<0.05) hay diferencias significativas a ias tres horas del dia.

Los dos tipos de controles fueron negativos para 5-HT y CHH en ambas
etapas del desarrollo. Lo cual también demuestra que ambos anticuerpos son

especificos.
7.3. RHPA EN LA ETAPA JUVENIL.

7.3.1. RETINA.

Los resultados obtenidos en ef acocil juvenil muestran que en la retina, hay
células secretoras de CHH (fig. 10). El porcentaje de células formadoras de
inmunoplaca fue alrededor del 30% con respecto al numero total de células
retinianas. Este porcentaje es inversamente proporcionat a fa concentracion de 5-
HT, mostrando diferencias significativas a 10 (27%) y 50 pM de 5-HT (26%}) con
respecto del control (tabla 2). Tanto el area de las inmunoplacas, como el indice
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Figura 9.- Microfotografias confocales que muestran cambios diarios en Ila
inmunofluorescencia a 5-HT (verde) vy CHH ({rojo) de estructuras de! tallo ocular del
acocil Juvenil. A) retina a las 8:00 h,. B) retina a las 1500 h,. C) retina a tas 20:00 h,. D)
organo-X a las 8:00 h,. E) y F) organo-X a las 15:00 y 20:00 h respectivamente, los
cuales fueron negativos a ambas neurchormonas. (ic) células tapetales positivas a
CHH, (rc} citoplasma y (a) axones de las células retinulares que expresan 5-HT, ()
rabdomos son negativos a ambos anticuerpos, (xo) células del organo-X positivas a
CHH con terminales axdnicas que contienen material positivo a 5-HT. La barra
representa 19.5um.
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Tabla 2. RHPA de la etapa juvenil
Retina Pedunculo
Ocular
Secrecion Control ~ 5uM 10uM 50uM  Control SuM 10uM 50uM
Céiulag con 3022 3043 27+1* 2611* 25+3 30+2* 3143 2342

inmunoplaca

(%)

Area de la 557+41 603:52 719+14* 841+50* 519432  550+21 615437* 518430
Inmunoplaca 18% T29%  T51% 5% T18% =
{mp)

Los datos son ia media + la desviacion estandar, el asterisco muestra las diferencias significativas
con respecto al control (p<0.05); T indica el aumento del &rea con respecto al control; (n=5).
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Figura 10.- Microfotografia en la que se observan las células secretoras con
inmunocplaca {s) y las células no secretoras (ns), en la monocapa de eritrocitos, 40X
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de secrecidn (1.S.) aumentan al aumentar la concentracion de 5-HT, presentando
diferencias significativas en el area para las concenfraciones de 10 (719um?) y 50
MM (841um?) con respecto del control {(557um?) (tabla 2). El indice de secrecion,
que nos indica la cantidad total de hormona secretada en una condicion dada,
también aumenté en presencia de 5-HT, de acuerdo con la concentracion del
neurotransmisor; el 1.S. en 5 (17916, aumenté un 8% con respecto al control), 10
(191£2, aumentd un 15.7% con respecto al control) y 50uM (216110, aumentd un
31% con respecto al controi) presentaron diferencias significativas entre las tres
concentraciones, al igual que en las concentraciones de 10 y 50yM de 5-HT vs
control (165+14) (fig. 11A). El 1.S. aumenta conforme aumenta la concentracién
de 5-HT. El coeficiente de correlacion calculado para esta curva dosis-respuesta
(p=0.89) muestra una asociacion estadisticamente significativa entre estas dos
variables (fig. 12A). Con lo anterior se demuestra que en la retina la 5-HT
modifica la secrecion ceilular de CHH.

Los controles que carecian de KCI yfo de CHH no presentaron
inmunopiaca.

Los resultados de la inmunocitoquimica mostraron que el 100% de las
células con placa presentaron positividad al anticuerpo contra CHH y de las
celulas que no tenian placa un 14% fueron positivas al anti-CHH.

7.3.2. PEDUNCULO OCULAR.

El pedinculo ocular, al igual que en la retina, presentd células secretoras
de CHH cuya tasa de secrecion depende de ia concentracién de 5-HT (tabla 2,
fig. 11B). El porcentaje de células secretoras no varia mucho con respecto a la
retina, este porcentaje aumentd en ias concentraciones de 5 (30%) y 10 uM de 5-
HT (31%) presentando diferencias significativas con respecto al control {25%]);
sin embargo, en 50 yM de 5-HT no hube diferencia significativa comparado con el
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Figura 11.- Graficas que muestran el indice de secrecion resultado del RHPA con las
diferentes concentraciones de 5-HT. A) retina y B) pedtncule ocular.
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Figura 12.- Curvas dosis-respuesta del indice de secrecion dependiente de la
concentracion de 5-HT. A)Retina, se comporta linearmente. B)Pedunculo Ocular,
presenta un comportamiento parabdlico. CON.- grupo control; {n=5).
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control {tabia 2}. E! area de inmunoplacas, al igual que el porcentaje, aumentd en
5 (550 um?) y 10 uM (615 pm?) y disminuyo en 50 uM (518 pm?), pero solamente
se observaron diferencias significativas en 10 pM de 5-HT, en 50 pM volvio a
disminuir a 518 um? (tabla 2). £l 1.S., de la misma manera que el porcentaje y
que el drea de inmunoplacas, aumentdé en 5 (165+10) y 10 yM (189:16),
disminuyendo en 50iM (119+9) con respecto al control (128+11), las diferencias
significativas se muestran entre el control contra 5 v 10 uM y entre 10 y 50 uM de
5HT (figs. 11B, 12B). El coeficiente de correlacion para esta curva dosis-
respuesta fue p=0.03.

Al igual que en retina, los controles (sin KCi, y/o sin CHH) no presentaron
inmunoplaca. La inmunocitoquimica mosiré que el 100% de las células con

inmunopiaca fueron positivas a CHH y que el 20% de las células que no tenian
inmunoplaca fueron positivas a CHH.
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8. DISCUSION.

Los principales hallazgos de esta tesis son: 1) la localizacidon vy
cuantificacién in sity de inmunorreactividad a CHH en las células tapetales de Ia
retina, de terminales nerviosas inmunorreactivas a 5-HT en el OX de la médula
terminal y de la inmunorreaccién a CHH en los axones y terminales del tracto OX-
GS. 2} La localizacion in vitro de células retinianas secretoras de CHH sensibles
ala 5-HT.

Los cambios en la cantidad de inmunerreactividad a 5-HT y a la CHH,
indica ia existencia de ritmos diarios en la presencia y cantidad de 5-HT y CHH.
En el érgano-X de la médula terminal la inmunorreactividad a 5-HT y CHH
coincide a la misma hora del dia.

La inmunorreactividad a 5-HT, localizada en el cono cristalino, en los
axones de las celulas retinulares y en el OX, comprueba resuitados previos de
nuestro laboratorio (Escamiila-Chimal et al., 1998) y confirma lo reportado para
otras especies de crustdceos (Sandeman et al., 1988).

La cuantificacion estereoldgica de la fluorescencia en las diferentes
estructuras de los dos estadios de acocil, muestra cambios ciclicos en la cantidad
de 5-HT y de CHH. Aungue el analisis de este estudio explord Gnicamente tres
horas del dia, las caracteristicas de estos cambios indican que las dos
neurohormonas participan en los mecanismos responsables de la maduracion del
ritmo ERG. La amplitud del ritmo ERG del acocl! juvenil oscila de manera
circadiana alcanzando los valores maximos en la noche. Sin embargo durante los
primeros estadios del desarrcllo la amplitud ERG muestra oscilaciones
ultradianas que en el estadio PO2 estan super impuestas en un ciclo circadiano
cuya fase maxima se encuentra en el dia. Los resultados de esta tesis muestran
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como los picos maximos en la cantidad de material inmunorreactivo de ambas
neurohormonas estan invertidos con respecto a los de los organismos juveniles.
Lo anterior coincide con & cambic de 180°, antes sefialado y que sucede en los
ritmos circadianos de actividad y amplitud ERG cuando el acocil madura al
estadio juvenil. Este fendomeno ha sido atribuido a un cambio de comportamiento
nictemeral, probablemente debido a mecanismos de maduracion que determinan
que el acocil cambie del comportamiento diurno del estadio P02, al
comportamiento noctumo del organismo juvenil, {(Fanjul-Moles et al., 1987;
Fanjul-Moles, 1998).

Oftros autores (Castaiion—Cervantes et al., 1999) demostraron, en la misma
especie, un ritmo circadiano en la concentracion de 5-HT que cambia durante el
desarrollo. Cuando este ritmo se analizé en condiciones LD 12:12 el estadio PO2
mostré un ritmo unimodal con el zenit a fas 20:00, que en los juveniles se hacia
bimodal con un zenit a las 04:00 y un segundo pico a las 12:00. Los hallazgos de
este estudio se interpretaron como debidos a cambios ciclicos en la actividad de
neuronas serotonérgicas centrales que al modular el complejo OX-GS,
modularian los cambios circadianos en amplitud del ritmo ERG. Los cambios
ciclicos en la cantidad de 5-HT entre estadios encontrados en esta tesis
confirman lo anterior, demostrando la existencia de estructuras serotonérgicas in
situ en uno de los posibles marcapasos de este ritmo, el talio ocular, estructuras
que cambian durante el desarrolic y cuya maduracion debe estar comprometida
con los procesos fisiologicos que determinan el acoplamiento entre el marcapaso
y los efectores de la expresion de los ritmos de sensibilidad a la uz.

Gorgels-Kallen y Van Herp (1981) y Gorgels-Kallen y Meij (1985)
reportaron la presencia de inmunorreactividad a CHH en un grupo de células
neurosecretoras del OX de ia médula terminal, asi como en el tracto OX-GS y la
GS de estadios larvales y post-larvales del acocil Astacus feptodactylus. Por otra
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parte Georges—Kallen y Meij (1985), trabajando en la misma especie, reportaron
un ritmo diario en la secrecion de CHH dependiente del OX-GS. Los resultados
de esta tesis confirman lo anterior en otra especie de acocil, Procambarus clarkii.
Sin embargo este es el primer estudio que reporta la presencia de
inmunorreactividad a CHH en células de la retina, las células del pigmento
reflector, también conocidas como células tapetales. Estudios anteriores sobre el
desarrollo del acocil indican que estas células no estan claramente diferenciadas
ni localizadas antes del estadio PO2, estadio en el cual su localizacién es ya
similar a la que se encuentra en ef animal adulto. Existen evidencias crecientes
que la reflexion de la luz es (nicamente una de las funciones de las células del
tapetum y que estas células estan ligadas metabdlicamente a las células
retinulares (Meyer-Rochow, 1999).

Los resultados de este estudio mostraron coincidencias en los cambios
ciclicos en la cantidad de 5-MT y CHH en los axones de ias células retinuiares y
las células tapetales, asi como entre las células tapetales y el OX de la méduia
terminal. Estos cambios ocurren con una diferencia de 180° entre ambos estadios
estudiados y deben estar también relacionados con los cambios ciclicos en la
maduracion de ios ritmos oculares. Sin embargo, es dificil explicar la coincidencia
entre la CHH de {as células de la retina y las del OX. Hasta el momento no se ha
reportado una comunicacion neural ¢ humoral entre ambas estructuras, Odselius
y Elofsson (1981) reportaron que en los crustacecos decapodes la membrana
basal es una barrera incompleta hacia la hemolinfa. Estos autores proponen que
la porcion celular de Jla membrana basal tiene comoe funcién el proporcionar
nutrientes y reguiar el paso de las macromoléculas y de hormonas hacia las
células de la retina. Debido a lo anterior se podria especular que la CHH
producida por las célutas del OX podria traspasar esta barrera y entrar en las
células tapetales para contribuir a diferentes funciones metabdlicas relacionadas
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con ia sensibilidad del ojo. Otra hipdtesis, mas interesante es la posibilidad de
que las ceéiulas del tapetum sean las sintetizadoras de la CHH, pues se ha
reportado mas de una isoforma de CHH en P. clarkii (Yasuda et al., 1994). Es
interesante i hecho de que recientemente se han demostrado diferentes locus
de sintesis de esta hormona como el cordén gangiionar en H. americanus (De
Kleijn et al., 1995, Reddy et al., 1997), el ganglic cerebroide, los ganglios
toracicos y los érganos pericérdicos de C. maenas (Keller et al., 1985},

Estudios previos en diferentes especies de acocil han demostrado una
correlacion entre los cambios ciclicos de 1a dinamica de secrecion de las céiulas
productoras de CHH en el OX de ia médula terminal y los niveles de giucosa en
hemolinfa (Georges-Kallen y Voorter, 1985). Estos estudios indican que la
acumulacion de material peptidérgico en las células productoras de CiHH en el
acocit Astacus leptodactylus recibe un estimulo 2 h antes del apagado de la luz,
de lo que resulta una transferencia de granuios CHH a los axones del tracto OX-
GS. De acuerdo con estos autores los granulos alcanzan la glandula sinusal
después del inicio de |a abscuridad, cuando sucede una liberacion de CHH a la
hemolinfa. Aunque en esta tesis solo se exploraron tres horas parece haber una
consistencia entre los resultados de estos autores y los nuestros.

En la etapa juvenil sélo hay un pico de CHH en las celulas del OX
acompafiado por una ligera positividad de CHH en el tracto OX-GS a las 8:00 h,
una hora después del encendido de ia luz, después a las 15:00 h la positividad a
CHH en el OX desaparece, pero el tracto OX-GS y la GS presentan un aumento
en la inmunorreactividad a CHH (fig. 4 y 5D), lo cual podria indicar que hay una
transferencia de CHH a la GS, mas tarde a las 20:00 h, una hora despues del
inicio de la obscuridad, solamente se encuentra positividad a CHH en la GS con
un decremento que va del 9512 al 45.92%, lo cual sugiere que se esta dando
una liberacion a la hemolinfa. Estos resultados coinciden también con los
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reportes de Strolenberg et al. {(1977) y con ios de Kallen et al. (1990). Estos
autores reportan hiperglicemia en Astacus leptodactylus después del apagado de
la luz. Por ofra parte hay una coincidencia entre los tiempos encontrados en
nuestros resultados y los tiempos reportados para la sintesis y liberacion de CHH
en el acocil Orconectes limosus (Ollivaux y Soyez, 2000).

La colocalizacion de 5-HT en terminales nerviosas sobre neuronas
inmunorreactivas a CHH en el OX, estd de acuerdo con los trabajos de otros
autores que han reportado resuitados similares en diferentes especies de acocil
como Astacus leptodactyius. Eloffson (1983) y Sandeman et al. (1988) localizaron
inmunorreactividad a 5-HT en somas v fibras de la médula terminalis, en dénde
las células neurosecretoras del OX reciben sus entradas sindpticas (Andrew y
Saleuddin, 1978; Andrew, 1983). Por otra parte, se ha demostrado que hay
estructuras sinapticas serotonérgicas entre las células productoras de CHH en el
OX del acocil Astacus leptodactylus (Van Herp y Kallen, 1991). Aunado a lo
anterior se han realizado experimentos en los cuales la inyeccion de 5-HT
produce liberacion de CHH en las terminales axénicas de la GS en varios
crustaceos (Strolenberg y Van Herp, 1977; Martin, 1978; Kallen, 1988; Chi-Ying
et al, 2000). Por io anterior se podria postular, como lo han propuesto Gorgels-
Kallen y Meij (1985) para Asfacus, que la 5-HT puede inducir la transferencia de
granulos de la MT-OX a la GS via modulacion sinaptica en Procambarus por
medio de mecanismos ritmicos diarios, en donde el estimulo de la 5-HT en Ia
actividad sintética de Ia CHH, en el OX ocure entre las 15:00 y 2000 horas.

Los resultados del ensayo hemolitico inverso refuerzan ios experimentos
de inmunorrectividad in situ, demostrando por primera vez que hay una
subpoblacion de células retinianas que al ser inmunorreactivas a CHH, secretan
este péptido en el acocil P. clarki. Por otra parte, sustentan experimentos
anteriores que han demostrado la secrecion de CHH en el OX de otras especies
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de acocil (Gorgels-Kallen y Van Herp, 1981; Gorgels-Kallen y Voorter, 1984;
Gorgels-Kallen y Meij, 1989; Van Herp, 1998), demostrandolo por primera vez en
P. clarkii. En este trabajo la regulacién serotonérgica de la secrecioén de CHH, en
las células disociadas del pedunculo ocutar, como lo demuestran ios cambios en
el area de la inmunoplaca, en el porcentaje vy en el indice de secrecion de CHH
en forma dosis dependiente a la concentracién de 5-HT coincide con lo reportado
por Tensen y colaboradores (1991). Estos autores proponen que la 5-HT esta
relacionada con la liberacion de sustancias peptidérgicas de la GS en los
crustaceos (CHH) y va acorde con lo reportado para el acocil Asfacus
leptodactylus, en el que la liberacién de CHH del 6rgano-X depende de la 5-HT
{Strolenberg y Van Herp, 1977; Van Herp y Strolenberg, 1980). Por otra parte
nuestros resultados coinciden con otros estudios realizados en Procambarus
clarkii, en los cuales se ha demostrado que una hora después de haber inyectado
5-HT en el acocil, la glucosa alcanza su maxima concentracion en hemolinfa (Chi-
Ying et al., 2000).

La discrepancia entre las curva dosis respuesta 5-HT-CHH en las células
de retina y las de pedunculo ocular (Fig. 12), aunque especuiativo podria deberse
a caracteristicas cinéticas de la respuesta distintas en las dos estructuras
estudiadas, lo que sugiere diferencias en las caracteristicas de receptores a
CHH, que como se sefialé anteriormente la CHH puede presentar al menos dos
isoformas. Sin embargo, estos resultados muestran que muy probablemente la 5-

HT esté jugando un papel muy semejante tanto en el complejo OX-GS como en
retina.
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Es interesante sefialar que el RHPA es una técnica que solamente se
habia realizado en cultivo celular de mamiferos, en particular en ratas. El haber
podido llevar a cabo esta técnica en cultivos celulares de invertebrados, en
particular en el acocil, permitira realizar muchos otros experimentcs para tratar de
entender y dilucidar muchos otros aspectos de la biologia y en particular de la
neuwrofisiologia de estos organismos.
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9. CONCLUSIONES.

Las técnicas de cuantificacién de inmunorreactividad in sifu permiten
concluir:

1.- La 5-HT y la CHH presentan cambios diarios en la cantidad de
inmuncrreactividad, en la retina y en el compiejo XO-SG.

2.~ Los cambios colocalizados en la inmunorreactividad a la 5-HT y CHH
encontrados en las estructuras marcapaso indican la expresion de ritmos
diarios.

3.- Los cambios temporales en 5-HT y CHH en las dos etapas del
desarrolio sugieren que estos ritmos son de naturaleza circadiana.

4.- La técnica de RHPA nos muesira que en la retina y el pedunculo
ocuiar existen céiulas secretoras de CHH.

5~ Los resuitados encontrados con el RHPA, en los que se usaron
varias concentraciones de 5-HT permiten concluir que la 5-HT modula la
secrecion de CHH.

6.- Por lo anterior podemos proponer que los estadios POZ2 y juvenil del
acocil Procambarus clarkii, son marcadores de la maduracién del sistema
circadianc y que la 5-HT es un modulador de este sisterna, funcién en la que
probablemente también esté involucrada la CHH. Por lo tanio las hipdtesis
fueron confirmadas.
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Summary L
The present study in h in e producing cells, A stercofogical analysis demonstrates that

hyperglycaemic hormone (CHH) and serotomin (5-
hydroxptryptamine, 5S-HT) immunereactivity in the retina
and the X-organ/sinus gland complex (XO-SG) of the
crayfish Procambarus clarkii at two developmental stages,
post-embryonic stage two (PO2} and the juvenile stage, at
three different times of day, under a photoperiod cycle of
12Zk:12h  L:D, using qualitative and quantitative
immunohistochemical methods. In the retina, CHH
immunoreactivity is located in the tapetal cells, while 5-HT
immunoreactivity is found in the retinular cells. In the XO-
5G, CHH-immunoreactivity is localized to jm the CHH-
producing cell perikarya and in their axons and endings in
the sinus gland, while 5-HT immunoreactivity is vestricted
to axon endings branching into the perikarya of the CHH-

the PO2 and juvenile stages show significant differences in
the of the i eactive CHH and S-HT
material at the three selected time points, indicating daily
and related changes in the levels of CHH and 5-HT in the
X0-SG and the retina. Our findings therefore support the
idea that daily rhythms in the secretory activity of the XO-
SG complex affect the circadian sensitivity of the eye.
Furthermore, the differences found between the PO2 and
Jjuvenile stages suggest that both CHH and 5-HT are key
factors in the development of the circadian rhythm of
retnal sensitivity.

Key words: ¢rusiacean, FProcambarus clarkn, hyperglycagmic
hermene, serotonn, Craylish, b tivity, g

Introduction

It has been proposed that serctomin (S-hydroxytryptamne,
5-HT} is a cwrcadran modulator of the visual system of
inverzebrates (Nadokavokaren et al, 1986) In Crustacea,
particularly n adult crayfish (Procambarus c!arki@, the daily
secretions of different neurchormones in the X-organfsinus
gland complex (XO-SG) seem to affect the circadian
sensitivity of the eye (for a review, see Aréchiga et al, 1993)
Interestingly, Kulkarm and Fingerman {Kulkarm: and
Fingerman, 1992) have suggested that there may be
micracuons  between  between  5-HT, lhght and some
neurohormones, such as red pigment dispersing hormone and
distal retinal prigment hght-adapung hermone The crustacean
hyperglyckmic hormone (CHH) 15 a well-siudied hormone
synthesized and released by the XO-8G (for a review, see Van
Herp, 1998). and cucadian changes o ats secrenon that
corelate with & arcadian blood glucose rhythm (Hamann,
1974} have been reported n different species of crayfish
(Kallen et al,, 1988) However, the role of this hormone 1n the
mechanisms vnderlying the sensitivity of the circadian thythm
of the eye of Procambarus clarksi have not been explored, and
we still lack data on possible niceacthions between CHH and
3-HT

One approach o nvesbgating this 1nteraction 15 an
ontogeneuc study of the dmly changes in levels of both
hormones Previous developmental studies on vanous crayfish
cucadian chythms have shown that two particular stages of
development, the second post-embryonic stage {PO2} and the
Juvemle stage, are key stages o the final matwrauon and
expression  of severzl cmcadan  rhythms, eg  the
ckeetrorcunogram (ERG) oncadian chythm (Fanjul-Meles et
ai, 1987), the locomotor circadian thythm {for 2 review, se¢
Fapjul-Moles, 1998} and the 3-HT crcadian rhythm
{Castaién-Cervantes et al , 1999 Changes 1n the parameters
of these rhythms, such as penod, phase and amplitude, occur
between the PO2 and juventle stages and may be considered
as maturation markers of the effectors responsible for the overt
_shythrm and of thear coupling 1o the pacemakers. In the case of
the ERG rhythm, these effectors are the photoreceptors n the
eye. the sensitwvity of which depends or the neurohormaones
released from the XO-8G (Fanjul-Moles et al , 1987) Cne of
these neurchormones could be CHH, although there are no
reports indicating 1ts presence o the eyestalk of Procambaras
clarkn dering svogeny, However Gorgels-Kallen and Mey
{Gorgels-Kallen and Mey, 1985) have described an inerease tn
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the nurmber of CHH-unmuneposiuve cells in the XO-5G
complex during post-tarval development of the crayfish
Astacus leptodactylus and an increase it haemolymph glucose
concentration in aduls crayfish afier injection of an extract of
larval eyesiatks, On the basis of these results, these authors
proposed that a hyperglycaemic factor 1s present 11 the gyestalk
of Astacus leprodactyies wnmediately after hatching, and that
levels of this Factor subsequently increase during development.
Hence, the present study aimed to investigate (i} whether CHH
and 5-HT are presemt in the major sttuctures imnvolved in the
ERG circadian rhythm (the X0O-SG complex and the retina)
and (1i) whether the daly varianons in 5-HT iumunoreactivity,
reported elsewhere for the reuna (Escamlla-Chimal et al.,
1998}, alse occuf in the XO-SG complex and are related to
daily vanations 1 CHH immunoreacuvity within the same
stractures, Differences between PO2 and juvenile crayfish may
wdicate that CHH and 5-HT ate 1ovolved in the mechanisms
underdying the ERG circadian rhythm This study was
petfortmed in the two pest-embryonic stages considersd as
essential in the development of crayfisk, the PO2 and juvemle
mstars, It is between thesz two stages that the mawration of
the overt circadian rhythms occurs

Materials and methods
Antmals and experimental design

C&-  Procambarus clarkii (34 ammals), bom and raised 10 our
wab.laboratory from different mothers, were maintmined under

wentical light:dark cycles (LD 12h:12h, Lights on at 07 00 h)
and emperatere (20-22 °C). The antmals weze separated 1nto
wo developmental groups according to previows critena
(Fanjul-Moles, 1998): 12 post-embryomc stage two instars
{P0O2; 10-14 days old} and 12 juvenes (2 months old). Four
specimens of each group were selected at random at three times
of day: 08 00, 15 00 and 20:00h At each ume point, they were
adapted to darkness for 30min and then anaesthebzed on 1cg,
The oplic Jobes were dissected and fixed in 10 % formaldehyde
1n .1 mot1™! phosphate butfer (PBS$) for 12h.

Histologieal procedures

The fixed mateoal was routinely ireated and embedded 1n
Paraplast Both eyestalks of each specimen were secuoned
longitudinally (4 m thick) with a calibrated microtome Senal
sections were cotlected, mounted on gelaun-coated glass shdes
and tehydrated As a first approach to localizing CHH and 5-
HT, one specimen of PO and one of the juvemle siage per
ume  pomnt were  processed  for immunohistechermusiry
according to the ABC methed (Priestiey, 1997) using onc
eyestaik to visualize each antigen To localize CHH, secnons
were incubated for 18h at 4°C wath the pnmary antiserum, a
rabbit pelyclonal anti-Asracus-CHH serum (Gorgels-Kallen
and Van Herp, 1981) diduted 1'500 :in PBS. They were then
nnsed en PBS, incubated with a biotinylated anu-rabbit TgG for
20mun, labelled wih alkaline  phosphatasefsmepuvidin
subsirte complex {Biogenex), and finally nnsed in PBS and
stamned with Fast Red and Mayer's haematoxylin The 5-HT-

immunoreactive struciures were visualized using the same
ABC method, but these tissues were incubalted in a potycional
rabbit 5-HT serum (1.80 dilution) as descnbed elsewhere
(Escamilla-Chimal et al., 1998) These procedures were
performed simuitaneously in pairs of control tissues without
the pnmary anubody The sections were mouated i Vikel
under glass coverslips. To localize the immunoreactive
matenial, the cells and fibres of the reuna and X0-SG were
studied by hight microscopy

To quanuty CHH and 5-HT immunocreacuivity, a double
immunofinorescence techaique was appiied 1o each eyesialk of
the remaining 18 specunens. The sections were ipcubated for
18h at 4°C ia monoclonal mouse anti-5-HT serum (Dako,
dilntion 1:10) and polyclonal rabbu anti-Astzcus«<CHH serum
(ddugion 1.509), To visualize the pnmary mmmucoreacuons,
the sections were incubated for 2 min at 59°C and then for 6h
in goat ant-mouse FITC (Dako, dilution {.10) and for 1hin
goat anti-rabbit Texas Red {Rockland, 1.50) at room
temperature. The slices were preserved with fluorescent
meunting  medium  (Dako} The spesificity of the
unmunoreaction was tested using two wethods: (3) control
secnions were reated i the same way, except that the pnmary
antiserum was omutted, and {ii} sections were treated by
preadsorption of the 3-HT anuserum with an excess of 5-
HT/creatinine sulphate complex (Sigma; S00pgmi~!) or by
preadsorpuon of the CHEH antiseram with a crude extract of the
sinus gland of P. clark (Kleipholiz et al., 1967).

Stereological image analysis and quannfication

One seres of at least hree consecuuve sections was seleciud
from each eyestalk of all the PO? stage and juvemle specimens
and examned for double immunofivorescence. The first
secuon was selectad at random, and the second and third
scctions were subsequently taken with a sampling distance of
five sections berween them. The immunofinorescent double-
labelled sectiens were studied with a Niken epifiuorescent
mucroscope (Labophot 2). From each histologreal secuon, three
video images of each of the structores descnbed below were
captured, using the x40 objecuve, and diginzed by means of a
Hamamatsu, Argus 20 mnage processor system, retayed to a
PC via a Buzz video capture system, capured with MGI Video
Wave software and further analyzed stercologically usming -
S1igma Scan Pro (Jandel, version 3 03 Total reunal area was
divided 1nto the reglons shown e the inset of Fig, 1A and
descnbed elsewhere {Escanulia-Chimal et al , 1598). proximal
(PR. basz] membrane and repnal cells axens), medial (MR,
tapetal cells, rennular colis and rhabdoms) cr distal (DR, distal
up of rhabdoms, crystalling cone cells and cone roots). These
three regrons of the retma, as well as the sinus gland, the OX-
$G tract and the medulla rermmalis/X-organ (MT-XO) were
assessed on coded eyestalk, with expenmental conditons
unknown 10 the observer The volume fracuon of green {5-HT)
or red {CHH) fluorescent matenial in each of these struciutes
wis estmated using the pownt counung technique {Gundersen
cial, 1988) Briefly. the oial area of each of the siructures was
defined as the reference space where the boundanes of the
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Mg 1. (A) Schemaue representation of & set of ommandia and
fetnuslar ccil} axons PR, proximal cegion, MR. medual regton, DR
distal repion, Rh, rhabdom (B) Cempanson of the ommaudia
typical ot post-cmbryonic stage two (POZ) and puvenile ¢rayfish
Not the ¢loapanon 01 the dioptric system and the increase n size
ot the man rhabdom i yuvemles Co, cornea, CC. crysialhine cone,
DPC. dwwal pigment cell, RC, reunular eell, Rh, rhabdom, TC,
wpetal cell, RPC. reflecung  migment cell, BM, basement
membrane, Ax. rennular cell axon (€) The eyestalk of 4 juvenile
crayfish R.retina, |G lamang ganghonans, ME, medulla extema,
ML medulla mterna, MT. medulla lemunahis, $G, sus gland! X0,
X orpan, XO-5G X-orpan-staus gland tract, SG, sinws gland, OT,
opuc 1At

fluorescent regions of mterest were outhined, and the volume
fraction (W) of 5-HT and CHH immunoreactivity for each
sintciure was estimated according 1o the methed of Thompson
(Thompsona, 1930) using the equation

V(¥ ref) = Lo(Yigef) = P(D/P(reh),
where P(Y} is the number of pomts contacting the phase of

interest, P(ref) is the number of pownts hiting the reference
space, L, is (2 b defined and (Y.ref) Esmﬁ_ﬁﬁa Point
counting is used to estimate areas, which are themselves
estimators of volumes (Howard and Reed, 1998). In the present
siudy, the volume fraction expresses the relatve amount of
CHH- or 5-HT-immuencreaciive matenial in each of the
stuctares The criterion for selecting the immunoreacuviy
targets was 2 mimraum ratio of backgreund (black,  pixels) to
green  fluorescence (150pixels) and red fluorescence
(200 pixels). The resulis were verified using a Nikon confocal
micrascope (MRC 2100). Data are presented as the mean and
the stardard deviation (s D.) of the immunofiuorescent volume
fraction, expressed as a percemiage. For statistical analysis,
analysis of variance (ANOVA) was followed by Scheffé past-
hoc comparisons.

Results
Qualitative analysis

Light microscep/ic localizaion revealed that CHH
immunoreacuvity was localized not only i the XO-SG
complex but also i basally located tapetal celfs of the retina
(see Fig. 2). In bath developmental stages, 1he immunoposiuve
CHH penkarya in the eyestaik form a distuact group that lies
at the latero-veniral side of the medulla termunahs (MT) The
axons onginating from these cells form an immunopositive
tract that runs op fo the sinus gland {8G), where CHH
unmunereachivity 1s observed. [nterestingly, only the basaily
located cells of the retina showed CHH immunoceactvity. This
immunoreaction was specHic because none of cell populanons
gave a sigoal 1n control incubatons  Although no stausucal test
was performed for this quahtauve light migrascopic pan of the
study, we detected differences in the total areas of

Ses
G

Y

immunoreactivity between the PO2 and yuvenile groups n the ™, /¢

reuna and XO-SG complex and 1n the number of cells mn all
the structures stdied (ot shown) Hoewever, in the two
developmental stages, the peneral organization of both organs
was sumalar, Fig, 1B.C shows a schemauc representaton of a
typical ommatidium of the PO2Z stage, of a juvenile crayfish
and of the $G-XO complex in the eyestalk of the juremlc
crayfish

- The locanons of S-HT-immunoreactive structures in PO2
and juvenle crayfish confirmed previous reponts (Escamulla-
Chimal crai, 1998} A posiive reacuon was present not only
in several clements of the retia, namely o the crystalline coae
and 1n the eytoplasm and axons of the retinular cells, but also
1 the MT-XQ, where 5-HT endings project to the peniphery
of the CHH penkarya In contrast, the 8G did not show 5-HT
immunoneacivity in either age stage or al any samphing time
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The extent of $-HT flugrescence vaned according 1o the ume Renna
of day. [n PO2 crayfish (see Figs 4. 5A), the stereclogical analysis
revealed no  stausncal  differences  between  53-HT
Quunnranve analyses immunoreactivisy m the rennular cells of the muddle pornons

Volume fraction { ¥v) esumauon of green and red fluorescent of the retina at 08 00 and {5:00h (MRVy, 1682 % and 1423 %
material reveated cyclic differences 1n the amount of CHH-and  respectively). Posiuve CHH immuncreactivity n the tapetal
5-HT-immunoreactive matenal n the swuctures of the two  cells (MRVv, 12 68 %) and positive 5-HT unmunoreactivity 1n
developmental stages and n the relationship bevween the two.  the crystalline cone {7.92 % of the distal rettna) were observed
depending on the time of day. Figs 2A-F and 3A-F show  at 15 00h At 20 00h, 5-HT immunoreactivity persisted n the
contocal mucroscopic images of the tapetal cells, rennular cell  crystalline  cone, accompanied dy a peak in  5-HT
axons and X-organ of the PO2 and juvemle crayfish at 08:00,  fmmumofluorescence in the retinufar celi axons (PRWv,
15 00 and 20:00h 91 71%.). At this tume pomt, there was an almost twofold

Fig 4 shows the cyche changes in the relauve amounts of  increase m the volume fraction of CHH fluorescence in the
5-HT and CHH immunoreactivity in the reuna and XO-SG  medial retna, focalized 1o the tapeial cells (28.17 %)
complex of PO2 and juvenile crayfishyat the three time points. These values were reversed in juveniles (Figs 4, 5B). A
Fig. 5 displays these data o provide a gereral overview. maximal level of CHH immurnoflucrescence in the tapetal cells

[N
Leg 20 The setna amd X-organfsns  gland
womplexeompiex ol & post-cmbryonic siage two
(PO crayfish showing daty changes i crustacean
hyperglycaemie hormone (CHH) (red) and serotonin
(5-HT) (green) immonoreacuvity (A} 08:00h.
wehnular cell cyloplasm (re) expressang 5-HT Note
thar  the  rhabdoms () did  ner  exprosy
immunercacuvity  (B) 15.00%, tapewd cells (i}
expressing CHH  (C) 2000h. tapewad cells (e}
expressing CHH and  eengiar cell axens (@)
expressing 5-HT, (D) The X-organ at 03 00h (note
the absenee of immuenorcaclivity) X0, X-organ,
(1) X-organ cells (x0) at L5 00h expressing CHH,
with e emmzndls expressing 5-HT, The yellow
sLun comesponds W sies where CHH and 5-HT co-
oecur (1) X-organ cells {xa) at 20 00 h expressing
CHH, Scile bars, 19 Sum
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of the medal reuna (W, §17%) was accompanied by
mermediae  values of S-HT immunofluorescence :n the
retinglar cells axons (PRVv, 33.04%) and slight $-HT
immwnereactivity 1 the crystalline cone (DRVv, 149%) a
08:00h. Ar 1500h. the amcunt of 5-HT-immunoreacuve
material was htgher mn the crystalline cone (DRVv, 18 33 %) and

{,L\)#eﬁhwas maximal in the eytoplasm and axons of the retsnular cells

"

(MRVv, 75%). At 20:00h, fluorescence was sull detectable
the axons of the reunutar cells, i the proximal retina, the

1) relauve amount was greatly reduced (Vv, 18.53 %). Meanwhile,

9|

the tapetal cells again showed 4 slight fluorescence in the CHH
nmunoreactive celi bodies (MRVY, 3.24% of medial retina).

X-organ/sinus gland complex
As shown in Fig. 4 and in Fig, 5C, PO2 animals showed a
maximal relatve amount of CHH immunoreactivity in the SG

t1g 3 The vyestalk of a juvemle crayhish showing
datly changes moserotomn {5-HT) and crusiacean
hyperglywentie hermone (CHH} immunereacizvity,
(A) The reuna a1 08 00 hy tapetal cells () $xpressing
CHE and reunular cell axons (a) expressing 5-HT
(B} The riing at 15 00 h, retaular cell cytoplasm {rc)
and axons {a) expressing S-HT, Nole that the
thahdoms () expressed ro smmunoreacuviy (C) The
muddle runa a1 20.00h, wpeta? cells (W) expressing
CHH and resnular ¢ell axons () expressing 5-HT
(D) The X-organ (xop at 08.00h: CHH cells
expressng  (he hormone are Stterounded by axon
wrmnaby contning 5-HT-immunoreacuve materal
(LEY The X-orpan at 3500 (F) and 20000 (b)
showing e abwence ol immunortacwity Scale bary
19 Sy

{Vv. 53 %), 2 small amount of CHH wn the X0-8G wact (V.
1189%) and no reachon at the ievel of the penkarya at
08 00h. Levels mn the SG and XO-SG tract decrsased at
L5 00h, when the SG expressed only 27.7 % and the XO-5G
wact was CHH-immunonegauve. Af this nme of day. the X0
was shghtly rmmunopositive (Vv. 199%) At 20 00h, the
average relauve amoont of CHH was uachanged m the XO
(Vv, 2 18%), but thns was accompanried by higher levelfs of
CHH mn the XO-5G tract (Vv, 16 29 %), there was no CHH-
smmenoreactive massnal i the SG. We found a small relative
amoant of 5-HT immunoreactivity 1 the XO at 1500h {Vv,
082%) and 20:00k (Vv, 0.51 %), simuitanecus with CHH
immunoreactivity (Fig. 2E.F)

The situation was reversed in juveniles (see Figs 4. 5D). At
08:00h, CHH fluorescence in the XO (Vv, 3.58%) was
accompanied by some fluorescence in the X0-3G wact (Vv,

(=2
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ume of day and serotomn E MR
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mmugoreacivily A4S a fracuon & *
of the wal volume of the & 1—_‘ [ !
proxumal (PR). medial (MRjand 2 0 ¥ -m—l;m [\
sl (DR) reuna. and of the € 1o {_::..wz*__‘ 08 00 1) 100
volume of the siqus gland (§G). & i « PR
{!'S( the ergmﬁmlmd ract 5 50
(X0-3G) and the X-organ (X0}
of postembryonc stige two 50 i * 5
(PO2) (A} and Juvemle (C,D}
T_ crayfish Valugs arc meany +1 [—-} m - lli o
-] sD (N Astensks ndicate 0 ¥ 00
coml signilicant difereaccy (P<0.05) lﬂl 0800 15.00 2000 U800 1500 20.00 0305 1560 20.

Ser

Sec text for further explanation, ‘e of day th)

14,7 %) snd no immunoreactvity m the SG. Relalive amounts
of fluorescence 1n the $G and XO-8G wract feached maximal

wal, values (Vv, 95 12% and £3 36 %, respectively) at 15 00h and

Tume of day (h}

decreased agamn to 45.9 % and (%, respectvely, at 20 00k
Confocal mucroscopy demonstrated  S-HT-immunoreactive
fibres (W, 0 9393 im the XO only o 08 0Oh {Fur. 3D)
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20:60 h
D
xo T T T
SG
08.0Ch L15:00 b 200Gh

fig 5 Owerview of the darly changes wn erustagean hyperglycaeme
hormone (CHH) and serotontn {5-HT) immunoreacuvity (A) The
weng of postembryome stage lwo (PO2) crayfish, (B} the etma of
the juvemle siage (C) the X-orgay/Smngytand £ompkn (X O0-8Gol
the PO?2 stage. {D) the XO-8G complex of the juvemle stage (O) 5-
HT, (#) CHH The density of the symbols represents the degree of
ummunotcicuvty DR, distd reuna, MR, medial reund, PR,

- proumal lng

Stawisucal anal ysis revealed sigmificant differences be tween
the amounts of 3-HT immuroreactivity at the three urne points
wn the different structores of PO2 (F=1819, P<O01) and
Juvenale (F=249, P<) 05) crayfish and between the amounts of
CHH-unmunoreactve matenal at the three tme points in PO2
(F=74 4, P<0,05) and juvemle {F=1226, P<0.05) crayfish
The statsucal compansons from the Scheffé contrast test are
shown m Fig 4

Discussion
The present stikly enabled us to visualize and quanuty (1)

CHH immunoreactivity in the basally located tapetal cells and
5-HT immunoreactivity m the reunular cells of the retina, {iL)
the presence of S5-HT-immunoreactive nerve termnals
branching into the CHH-immunoreactive ceils of the MT-XO;
and (1) CHH inmunereactivity in the axons and terminals in
the XO-8(G tract and the SG. Stereological quangficanon of the
immusofluorescent material in the respective regions in PO2
and juvenrds developmental instars demonsirated cyclic
differences 1n the presence and density of immunereacuvity for
CHH and 5-HT, which exiibited maxitna 12h and 5h out of
phase, respectively, Although only three times of day were
examined, this phenomenon may be an indication of the
involvement of CHH and 5-HT in the mechanisms responsible
of the matarauon of the ERG arcadian chythm

The amplitude of the ERG of juventle crayfish vanes in a
circadian manner, reaching its highest values at night.
However, during the early stages of development (PO2), the
ERG shows uliradian osciliations that are superimposed on 2
circadian cycle, with maxamal valuas during the day; i e. at this
stage, the arayfish behaves like a diurnal animal (Fanjul-Moles
et al., 1987; Fanyul-Moles, 1998). Castaitn-Cervantes et al.
(Castafién-Cervantes et al, 1999) demonstwrated a clear
unimodal circadian rhythm for 5.-HT concentrawon in the .
eyestalk of PO2 erayfists; this rhytffin became bimodal in )
Juveniles. When these rhythms were deterruned under ~
12h: 12k L:I cycles, the maximai phase of the shythm m the
POZ stage was at 20 004; the juvenrles showed a maximum at
04.00h and a second peak at 12:00h. The findings of this study
were interpreted as cychic changes in the actvity of
serctonergic neurons in the brain related to the motor activity
panerns of crayfish and as a brain serotonergic medulation of
the X0-SG determinng the circadian chythm of the ERG. The
cyelic changes in 5-HT levels reporied here confirm the above
results. Furthermore, in sire serotooerglie structures are
revealed that may be involved in the expression of the overt
ERG carcadian rhythm, showing quantitauve differences
between the PO2 and juvenile crayfish The maturation of these

determining the covpling between the pacemaker and the
effectors of the expression of this chythn

Gorgels-Kallen and Van Herp (Gergels-Kallen and Van
Herp, 1981) and Gorgels-Kallen and Mey; (Gorgels-Kallen and
Mey, 1985) have repomed the presence of CHH
immunoreactivity using light and fuorescence mucroscopy n
adull and pest-larval crayfish (Asracus (epiodacrylusy They
desecnbed CHH immunoreacuvity in a group of ncurosecretory
cells in the MT-XO, n fibres formung part of the XC-5G rract
and 1n the axon terrmnals making up the 5G i that crayfish
species The present study confirms these findings wn another
species  of  erayfish,  Procambarus  clarki,  dunng
postembryome development, However, thas 15 the first siady 1o
our knowledge that reports the  presence of CHH
immuncreactivil y in acessery cells of the reuna, the reflecuny,
pigments cclis These cclis are somewmes referred to as
secondary prigment gells or tapetal cells and, in adult ceayhsh,
they are located tn a single layer around the ommatidia {Rao,

&.S{Strucmres could be involved in the physiological processes
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1985). Previous studies on crayfish development (Hafner et al ,
1982; Escamulla-Chumal et af , 1998) indicate that these cells
are neither clearly differentiared nor located in the reuna before
the PO2 developmental stage However, in this instar, their
locatipn is similar to that in adults. There is mounung evidence
that reflecung light is only one of the functions of tapetal ceils
and that pigment and retinuler ¢ell{s) are metabolically hnked,
the former subserving the laier (for a review, see Meyer-
Rochow, 19903,

The relationship between she cyclic changes in 5-HT and
CHH mmmunefluorescence occurs at the same nme of day
the retinular cell axons and the tapetal cells, but m the case
of PO2 crayfish this relationship occars only at 20:00
(Fig. 5A) This finding led us to conclude that this
phetomenon must be related to the maturation of the daly
sensitivuy cycle of the eye. Interesungly, in the present work,
CHH immunosgactivity in the tapetal cells and in the MT-X0
of POZ and juvemle imstars occurs at the same time of day,
but 12h out of phase {Fig. SC.D). Even though, to our
knowledge, there are no reports of peural commmnication
between the setina aocessory cells and the XO-8G complex,
a hemoral comnmmumeation between these sumcrores s
possible, Tn decaped ctustaceans, the basement membrane
seems to be an :ncomplete barrier to the haemolymph
(Odselivs and Elofsson, 1981). These authors proposed that
one funcion of the cellular poruon of the basement
membrane is to sausfy the nutriuenal and hormonal
requirernents of the accessory cells of the retina Hence, 1t 1s
possible that CHH produced by the XO and bypassing this
barrier cowld enter the tapetal cells and serve a different
metabolic funcnen related 1o the eye’s sensitivity. However,
an alternative and most interesting hypothesis should not be
cxcluded It is possible that the apetal cells could be a
supplementary locus for CHH syntheshis. In spite of the fact
that the tapetal cells are not considercd te be neural ¢ells n
crayfish. as o other decapods, these cells must emanate from
the medial proliferauon zone where the ommatdia, the
lanura ganglionans and the medulla externa origmate.
Dunng differentiatien of the ommatdia, the proxumal group
of cells, in contact with the lamuna gangliorans, gives nse 1o
seasory cells and the ceflecung prgment (Elofsson. 1968}
New neural and paraneural sources of CHH apart from the
eyostath newrosceretory tissucs have recently been reporied
(Chang et al, 199%; Chung et al, 1999). lence, our
preposibien scems plausible and deserves further expenments
to vahdate 1t

In previcus studies on 3 dufferent species of crayfish, 2
correiation was reported berween the daly changes wn the
secretory dynamies of the CHH-producing cells in the MT-XO
and haemolymph glucose levels (Gorgels-Kallen and Voorter,
1985). These swdies indicated that the accumulation of CHH
peptidergic matenal ik the CHH-producimg cells m adult
Astac s beprodacevlus 13 sumulated 2 k before the beginning of
darkness, resutung in v transfer of CHUY granules into the axons
of the X0-5G waet According to these authors, these granules
reach the axon termindls i the sy pland after the onser af

darkness, when a strong release of CHH occuss nto the
haemolymph. Although, in the present study, only three nmes
of day were examined, there seems to be agreement between
all the above data and our findings  Procambarus clarki:
juveniles. At ths deveicpmental stage, the only peak of
immunofluorescence in the CHH-producing cells of the MT-
X0, accompanied by stight CHH immuncreactivity in the XO-
SG wact, was at 08-00h, 1h after Bghis-or MT-XO CHH
immunoreactivity subsequently disappeared, but the SG and
the XO-SG uwact showed therr highest values of CHH
immunoreachvity (see Figs 4, 5D), mdicating a wansfer of
CHH 1o the $G terminals. Later, at 20:00 b, 1h after the onset
of darkness, the MT-X0 and the XO-SG tract showed no CEH
rmmunoreachity and immuncreactivity in the SG decreased
from 95.5 to 45.92%, suggesting the previcusly described
release of CHH into the haemolymph Serotonin-like
ammunereactive semata and fibres have been localized in the
medulla termicalis (Eloffson, 1983; Sandeman et al., 1938},
where the X-organ neurosecretery cells receive ther synaptic
mput {Aodrew and Saleuddin, 1973; Andrew, 1883). In
addion,  uhrastmctural  studies  bave  demonstrated
$SETOLONETEIC SYNapUc stractures on the axonal ramifications of
the CHH-producing cells 1o the X-orgas of crayfish Asiaous
leptodactylus (Van Herp and Katlen, 1991). Furthermore,
physiological expenments 1n which 5-HT was injected
produced a release of CHH from the 5G axon termunals 1a
several species of crustacean {Swolenbecg and Van Herp, 1977,
Martin, 1978; Kallen, 1988). Hence, one can postulate, as
already proposed by Gorgels-Kailen et al. (Gorgels-Kallen et
al., 1983), that 5-HT may induce the transfer of CHH granules
frem the MT-XO to the SG wa synapic modulauon As
summanzed i Fig. 5C, the SG of the PO2 instar of P clerku
has us hiphest level of CHH immunoreactivity at 0§-00 h, and
this 15 followed by a subsequent redoction in the Ievel at
15-00 b, Indicating a release of CHH after the onsct of hght
MoreJvcr, the CHH and 5-HT ummencrezetivity found i the
XO-MT suggests that the 5-HT sumulus to the synthests of
CHH occurs during the aftemoon (betweer 15'00 and 20:00b),
1e the sthazbon 1§ reversed with Tespect to that in javemles
(0800 h, Fig. 4). These findings may indicate a phase reversal
dunng the maturation of the CHH rhythm sumlar to that
reported for the ERG and motor actvaty rhythms. and 1
concidence with the crayfish changing from diwrnal 10
noctutnal  behaviour The present resulis nesd  further
physiological expenmenis 10 clanfy the role of CHI in the
mechamsms responsible for the penesis of the seasiivity
rhythm of the crayfish eye
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