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1. RESUMEN. I 
En el presente trabajo se investigaron cambios en la inmunorreactividad 

a la serotonina (5-HT) y a la hormona hiperglicemiante de crustáceos (CHH) a 

tres horas del día, en la retina y complejo órgano-X-glándula sinusal (OX-GS) 

en dos estadios postembrionarios del acocil Procambarus clarkii, la etapa 

postembrionaria 2 (P02) y el estadio juvenil. 

Para lo anterior, cortes histológicos de tallo ocular se procesaron 

mediante técnicas de inmunohistoquímica y doble marcaje de 

inmunofluorescencia, analizando estereológicamente 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 Scheffé. 

Los resultados obtenidos mostraron que tanto en el estadio P02 como 

en el juvenil, la Fracción de Volumen de la inmunorreactividad a la 5-HT y a la 

CHH presentan diferencias significativas entre las diferentes horas de 

muestreo, lo cual puede indicar ritmos diarios en la actividad secretora. Por 

otro lado, se encontraron coincidencias en la positividad a la 5-HT y a la CHH 

en estructura y hora de muestreo, lo cual puede deberse a que la 5-HT influye 

en la secreción de la CHH. 

Con el objeto de investigar lo anterior, mediante la técnica del ensayo 

hemolítico inverso se determinaron tanto la secreción de CHH como su 

posible modulación por 5-HT. Los datos se analizaron mediante pruebas 

estadísticas similares a las antes mencionadas. 

Los resultados mostraron que tanto en la retina como en el complejo 

OX-GS, hay células secretoras de CHH. Esta secreción es modulada por la 5-

HT en ambos casos. 
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1.2 ABSTRACT. I 
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-SG) of 

Procambarus clarkíi at two developmental stages, the second postembryonical 

stage (P02) and the juvenile stage, at three different times of day of a 

photoperiodic cycle of LD 12: 12 h, using qualitative and quantitative 

immunohistochemical. In the retina, CHH immunoreactivity was located in the 

tapetal cells while 5-HT immunostaining was founded in the retinular cells. In 

the XO-SG, CHH immunopositive reactions were visualized in the CHH-cells. 

The stereological analysis demonstrated that P02 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 XO-SG and the retina. 

Based in those findings in a second study, we approached the possible CHH-5-

HT relation by performing a reverse hemolytic plaque assay (RHPA) to 

investigate in juvenile and adult crayfish 1) whether isolated cells of retina and 

XO-SG 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 

adose-response manner. 
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2. INTRODUCCIÓN. I 
2.1. GENERALIDADES DEL ACOCIL 

El acocil o cangrejo de rio es un animal perteneciente al phylum Artropoda, 

clase Cnustacea, 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 sistemas lénticos, los cuales se 

caracterizan por tener verano seco y lluvias periódicas abundantes. Esta especie 

posee una enorme capacidad de adaptación, tanto metabólica como conductual 

(Hogger, 1988). Este animal tiene un desarrollo directo, esto quiere decir que el 

desarrollo larval se manifiesta en la etapa embrionaria, aunque 

postembrionariamente todavia presenta cambios morfológicos. 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 eclosión (Sukó, 1954). Este 

acocil presenta cuatro etapas del desarrollo postembrionario, la etapa 

postembrionaria 1 (P01), la etapa postembrionaria 2 (P02), el juvenil y el adulto. 

2.2. ETAPAS DEL DESARROLLO POSTEMBRIONARIO. 

Después de la primera eclosión el acocí! se despoja de la membrana 

embrionaria y entra en la etapa postembrionaria 1 (P01). Esta etapa se 

caracteriza por la gran cantidad de vitelo que tienen en el cefalolorax (Fig. lA), ni 

el telson ni los urópodos se encuentran bien desarrollados (Sandeman y 

Sandeman, 1990), presentan ojos sésiles y las estructuras que forman la retina 

todavia no están bien diferenciadas (Hafner et al., 1982; Escamilla-Chimal et al., 

1998; Fanjul-Moles, 1998), los acociles permanecen adheridos a los pleópodos 

de la madre y son de hábitos diumos. Este animal muda de ocho a diez dias 
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A 

B 

Figura 1.- Etapas del desarrollo postembrionario. A) estadio P01 y B) estadio 
P02. (Tomado de Andrews, 1922). 
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después de la eclosión para pasar a la siguiente etapa del desarrollo. 

2.2.1. ETAPA POSTEMBR10NARIA 2. 

Después de esta primera muda los animales entran en la etapa 

postembrionaria 2 (P02), en esta etapa que comprende de 10 a 28 días de edad 

después de la eclosión, el animal empieza a reptar en el sustrato, 

desprendiéndose y prendiéndose de la madre. Los organismos P02 presentan 

menos cantidad de vitelo en el cefalotorax, por lo que se ven más delgados que 

en la etapa anterior. Los animales 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, 1990) (Fig. 1 B). Sus ojos son pedunculados y únicamente el 50% de 

los fotorreceptores poseen pigmento, en esta etapa los animales son muy 

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

pasar al estadio juvenil. 

2.2.2. ETAPA JUVENIL. 

El animal juvenil, por su morfología externa, parece un adulto muy 

pequeño, 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 acuáticos, 

detritos y/o de posibles restos de vitelo (los que aún lo conservan) y puede 

presentar canibalismo (Goddard 1988). El acocil adquiere hábitos nocturnos en 

esta etapa del desarrollo; este juvenil tardará aproximadamente un año en 

alcanzar la etapa adulta (Sukó, 1954; Castañón-Cervantes et al., 1995). En esta 

etapa el acocil presenta todas las características del animal adulto, aunque es 

mas pequeño y todavía no se puede reproducir. Por todo lo anterior este estadio 

es de crucial importancia en muchos de los cambios. tanto morfológicos como 

fisiológicos, que ocurren durante el desarrollo. 
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2.2.3. ETAPA ADULTA. 

El animal adulto es muy similar al juvenil pero su tamaño es de al menos 

55 mm de longitud, su exoesqueleto es de color rojo o café rojizo, en esta etapa 

que el acocil ya está maduro es cuando se pueden distinguir los caracteres 

sexuales secundarios, en los machos estos son la aparición del primero y 

segundo par de pleópodos modificados en un órgano copulatorio llamado 

petasma, las quelas son de forma rectangular y presentan una espícula en el 

tercer par de pereiópodos (Sukó, 1953). En el caso de las hembras presentan un 

desarrollado receptáculo seminal llamado annuJus ventraJis el cual se localiza en 

la base de los pleópodos y una hilera de papilas translúcidas simétricamente 

distribuidas a lo largo del telson, estas espinas o papilas son estructuras 

glandulares que facilitan la adhesión firme de las crías a su madre (Andrews, 

1907). 

2.3. SISTEMA NEUROENDOCRINO DE LOS DECÁPODOS. 

2.3.1. SISTEMA NERVIOSO. 

El acocil adulto como todos los crustáceos, presenta un sistema nervioso 

central de tipo ganglionar el cual está formado por dos cordones nerviosos 

ventrales que unen a varios ganglios en forma de escalera; un ganglio cerebroide 

(ganglio supraesofágico), un ganglio subesofáglco, cinco ganglios torácicos y 

cinco ganglios abdominales; de cada ganglio salen los 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 región óptica, b) deutocerebro, que inerva las anténulas, y c) 

tritocerebro, que inerva las antenas y el intestino. 
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2.3.2. TALLO OCULAR. 

Los acociles adultos poseen ojos de tipo compuesto, pedunculados, 

localizados en posición anterodorsal del cuerpo y separados de él por el rostrum. 

A partir de la etapa P02 la superficie de cada ojo está cubierta por una cómea 

con pequeños cromatóforos (Hafner et al., 1982), en el adulto esta cómea es de 

aproximadamente 60 11m de ancho, forma el límite óptico entre el medio ambiente 

líquido o gaseoso y el medio acuoso, es secretada por pequeñas células 

comeágenas (dos por omatidia) que se encuentran inmediatamente por debajo 

de la córnea. Posterior a ésta se localiza la retina y debajo de ésta se encuentra 

el pedúnculo ocular (Fig. 2). 

2.3.2.1. RETINA. 

La retina (Fig. 2A) está formada por 2500 omatidias (Fig. 28), estas son las 

unidades básicas de la fotorrecepción. La omatidia es un elemento óptico 

individual en el que las estructuras fotorreceptoras especializadas en la absorción 

y transducción 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 tapetales 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 más elongadas y tanto el cono cristalino como los rabdomos son 

mas alargados que en el estadio P02. 

El cono cristalino es la estructura óptica que hace converger la luz hacia las 

células fotorreceptoras, está compuesto por porciones de varias células cuyas 

partes centrales son transparentes; cuatro células para cada omatidia. La luz 

incidente, después de pasar a través de \a córnea, pasa por el cono cristalino y 
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CTICPR 

Figura 2.- Esquemas de: A) Representación esquemática de un grupo de 
omatidias y axones de las células retinulares. RO región distal ( parte distal de 
los rabdomos, células del cono cristalino y raíz del cono), RM región medial 
(células tapetales y rabdomos), RP región proximal (membrana basal y axones 
de las células retinulares). B) Comparación de la omatidia típíca del acocil en la 
etapa P02 y juvenil. El sistema díóptrico se encuentra más elongado y aumenta 
el tamaño de los rabdomos en la etapa juvenil. C: cómea, CC: cono cristalino, 
CPO: células del pigmento distal, CR: células retinulares, R: rabdomo, CT: 
células del tapetum, CPR: células del pigmento reflector, MB: membrana basal, 
A: axones de las células retinulares. C) Tallo ocular del acocil juvenil. R: retina, 
LG: lámina ganglionaris, ME: médula extema, MI: médula intema, MT: médula 
terminalis, SG: glándula sinusal, XO-SG: tracto órgano-X-glándula sinusal, XO: 
órgano-X. TO: tracto óptico 
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posteriormente es absorbida por el rabdomo principal. 

El rabdomo principal está constituido por las microvellosidades de 7 

rabdómeros individuales de las células retinulares R 1 a R7, estos rabdómeros 

están formados por millares de invaginaciones llamadas microvilli o 

microvellosidades, en las células retinulares R1, R2, R5 Y R6 las 

microvellosidades corren dorsoventralmente, con respecto al eje anteroposterior, 

y en las células R3, R4 Y R7 se encuentran orientadas horizontalmente. Hay un 

número fijo de 8 células retinulares, la octava célula retinular no contribuye al 

rabdomo principal, sino que forma un rabdómero pequeño, que probablemente 

actúa como un filtro de luz, antes de que ésta llegue al rabdomo principal. El 

rabdomo es una estructura especializada en la captación de fotones (Nassel, 

1992), que contiene un pigmento fotosensible, la rodopsina, el cual por acción de 

la luz se convierte a metarrodopsina. 

Los axones de las células retinulares, antes mencionadas, se extienden 

hacia la membrana basal, entre ellos se encuentran senos venosos. 

En cada omatidia se encuentran células pigmentarias que contienen los 

pigmentos de blindaje, estos son pigmentos obscuros que en los crustáceos, al 

parecer están 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 están expuestos a la luz, 

los pigmentos se dispersan a lo largo de la omatidia blindando la entrada de luz, 

y cuando el animal se encuentra en obscuridad se agregan permitiendo su 

entrada. La redistribución de los pigmentos blindantes ayuda a controlar la 

apertura del campo de visión 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 cristalino y se extienden 
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desde la cómea hasta la membrana basal (Rao, 1985). Cuando los ojos están 

adaptados a la luz, el pigmento se encuentra disperso cubriendo el cono 

cristalino y en la obscuridad se encuentra agregado hacia la cómea. El 

movimiento de este pigmento en condiciones de luz es regulado por la hormona 

dispersora del pigmento distal y en la acumulación en adaptación a la obscuridad 

es regulado por la hormona concentradora de eritróforos (Aréchiga et al., 1993). 

El pigmento proximal 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 está adaptado a la obscuridad se presenta en los 

axones de las células retinulares, por debajo de la membrana basal. Este 

pigmento migra como una respuesta directa a la luz (Rao, 1985). 

El pigmento reflector de luz se encuentra en las células tapetales. En el 

acocil, el pigmento reflejante parece ser inmóvil, puesto que aparentemente no se 

desplaza (page y Larimer, 1975). 

Las célula tapetales son también llamadas células del pigmento secundario 

o células del pigmento reflector, las cuales se localizan rodeando a las omatidias 

(Rao, 1985), estas células se diferencian a partir de la etapa P02 (Hafner et al., 

1982; Escamilla-Chimal et al., 1998). Hasta hace relativamente poco tiempo no 

se sabia cual era la función de estas células en la retina, recientemente Meyer­

Rochow (1999) aportó evidencias de que la reflexión de la luz parece ser solo 

una de las funciones de las células tapetales, otra función es de naturaleza 

metabólica que está relacionada con las células retinulares y pigmentarias. 

La membrana basal, en los crustáceos, fue un término adoptado sin ningún 

análisis claro de sus componentes para designar a una lamela claramente visible 

que delinea la parte omatidial del resto del pedúnculo ocular. Esta no es una 

estructura aislada, está formada por una porción celular y una extracelular. La 

composición 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 Elofsson (1981) 

proponen que cualquier célula que forme parte de las omatidias puede contribuir 

a la formación de la membrana basal. La porción extracelular está formada por la 

base de los rabdomos y la lámina basal. 

La lámina basal está constituida por matriz extracelular, la cual es una 

capa delgada y fibrilar, está formada por muchas proteínas que mantienen unidas 

a las células, regulan su desarrollo y determinan su crecimiento, entre estas 

proteínas se encuentran el colágeno tipo IV, las lamininas, las fibronectinas y los 

proteoglicanos. El término lámina basal se usó en muchas investigaciones 

realizadas en crustáceos, como sinónimo de membrana basal, aunque esta es 

más compleja (Odselius y Elofsson, 1981). 

Una razón obvia de que exista la membrana basal es que les da polaridad 

a las células y es el soporte mecánico que estabiliza a las omatidias. Se ha 

propuesto que la función de la porción 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 área altamente vascularizada, que 

puede estar relacionada con el control neurohumoral de la actividad de los 

pigmentos blindantes de la retina que actúan como una seudo pupila (Shivers, 

1967). 

2.3.2.2. PEDÚNCULO OCULAR. 

Por debajo de la retina se encuentra un espacio vascular, al que le sigue un 

neurópilo no muy bien definido, la lámina ganglionaris, por debajo de ésta se 

encuentran tres neurópilos bien definidos: la médula externa, la médula interna y 
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la médula terminalis (Maynard, 1962) (Fig. 2C). 

En el adulto la lámina ganglionaris y las médulas están constituidas por 

una región central, el neurópilo, formada por fibras nerviosas, glía, senos 

venosos, células sanguíneas y algunas neuronas, y una región periférica formada 

por células nerviosas con diferentes características. Shivers (1967) clasificó a las 

neuronas en dos: 1) las neurosecretoras de tipo 1 que presentan gránulos de 

1000-1700 A de diámetro, son de gran tamaño, presentan núcleo prominente y se 

localizan principalmente en el OX; y 2) las neurosecretoras de tipo 2 que 

contienen gránulos de 1500-2100 A, el cuerpo celular es grande, el citoplasma se 

encuentra lleno de material heterogeneo denso y se localizan en la región de la 

médula terminalis. 

Entre la médula extema y la intema se encuentra un quiasma, el extemo, y 

entre la médula intema y la terminalis se localiza el quiasma intemo; ambos 

quiasmas están constituidos por fibras nerviosas, ascendentes y descendentes, 

las que provienen de neuronas que se encuentran en diferentes partes del lóbulo 

óptico, al parecer los quiasmas se formaron por el giro de los neurópilos que 

conforman las médulas durante la etapa embrionaria (Elofsson y Dahl, 1970). 

Entre la médula extema y la intema, hacia la región lateral extema, se encuentra 

la glándula sinusal (GS). Hacia la región frontal lateral interna de la médula 

terminalis está el órgano-X (OX), las fibras de las neuronas del OX forman el 

tracto que termina en un seno venoso formando la GS. Finalmente, de la médula 

terminalis sale el tracto óptico, o también llamado nervio óptico, que llega a la 

región protocerebral del ganglio cerebroide, (Sandeman, 1982). 

En posición anterior y hacia un costado de la médula terminalis, se 

encuentra un neurópilo glomerular llamado cuerpo hemielipsoidal. 

El órgano-X es particularmente interesante pues está formado por células 

ganglionares neurosecretoras que presentan un núcleo de 12 a 16 ~m, y poco 

12 



citoplasma. Es aquí en donde se secretan algunas hormonas que se almacenan 

en la GS, como la hormona inhibidora de la muda (HIM), la hormona 

hiperglicemiante de crustáceos (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) describió dos tipos de neuronas presentes en el OX, sin 

embargo en el microscopio óptico no se pueden distinguir fácilmente una de la 

otra. Un tipo de neuronas al parecer están relacionadas con el desarrollo, son las 

que secretan una neurohormona, la cual se transporta por flujo axónico 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 botón sináptico donde se 

libera como un transmisor, también llamado neurohumor. Las neuronas 

liberadoras de neurotransmisores, se piensa que están involucradas en la 

actividad de los cromatóforos y en el movimiento de los pigmentos de la retina. 

Kleinholz y Keller (1973) proponen que el complejo órgano-X-glándula sinusal 

(OX-GS) es análogo a la hipófisis anterior de los vertebrados por la diversidad de 

efectos fisiológicos que tienen, constituyendo una convergencia evolutiva. 

La glándula sinusal, fue la primer estructura en los crustáceos que mostró 

tener un papel endocrino, es una estructura neurohemal muy vascularizada 

formada por proyecciones axónicas (neuritas) de las médulas extema, interna, el 

quiasma intemo y del órgano-X- médula terminal (MTOX). Se estima que las 

terminales axónicas provenientes del OX forman el 90% del total de la GS 

(Cooke y Sullivan, 1982), y el 10% restante está formado por terminales axónicas 

provenientes de las estructuras del tallo ocular antes mencionadas. El OX y la 

GS, son el lugar de síntesis, de almacenamiento y de liberación, de las 

neurohormonas responsables de la regulación del metabolismo y las diferentes 

funciones que permiten la adaptación ambiental: como la regulación de azúcar en 
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la hemolinfa, la adaptación a la luz, la muda, etc. (Rudolph y Spaziani, 1990). 

Esta estructura se ha propuesto como una región fundamental para la regulación 

de la posición de los pigmentos retinianos y tegumentarios, así como de 

hormonas que intervienen en el ritmo de sensibilidad a la luz y el ritmo motor, 

participa en la regulación de los eritróforos (Aréchiga et al., 1993) y tal vez en la 

manifestación de los ritmos circadianos (Cooke y Sullivan, 1982). 

2.3.3. GLÁNDULAS ENDOCRINAS. 

Además del complejo OX-GS existen otras glándulas encargadas de la 

secreción de diversas hormonas de importancia para la fisiología de los 

crustáceos, estas se mencionan y describen a continuación. 

- Órganos postcomisurales.- Son un par de estructuras neurohemales, asociadas 

con la comisura tritocerebral, que al igual que el complejo OX-GS, están 

formadas por termínales axónícas que almacenan y liberan neurohormonas, tales 

como las encargadas del cambio de color del animales (Knowles, 1953; 

Fingerman, 1966). 

- Órganos pericárdicos.- Son órganos neurohemales, se sitúan en el seno 

venoso, como la cavidad pericárdica que rodea al corazón, estos órganos 

consisten de fibras, plexos y terminales nerviosas, las cuales liberan hormonas 

que tienen actividad cardioexcitatoria. Extractos de estos tejidos incrementan la 

frecuencia del batido del escafognatito, ayudando a la ventilación (Kleinholz, 

1985). 

- Organo-Y.- Es una glándula pareada situada en el segmento maxilar de la 

cabeza (Fingerman, 1997), secreta la hormona inhibidora de la muda (MIH) 

(Skinner, 1985). 

- Glándula androgénica.- Es una glándula accesoria, está unida a la región 
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subterminal eyaculatoria del conducto deferente, es la encargada de la 

diferenciación y maduración del sistema reproductor masculino y los caracteres 

sexuales secundarios (Cronin, 1947). 

- Ovarios.- Producen la hormona ovárica que induce el desarrollo de las 

características sexuales secundarias (Fingerman, 1997), la hormona vitelogénica, 

la hormona de la madurez gonadal, etc. 

- Órganos mandibulares.- Se localizan cercanos al músculo abductor mandibular 

posterior, fueron descritos por primera vez por Roux en 1968 (citado en 

Fingerman, 1997), su función aun es incierta. 

2.3.4. SEROTONINA. 

La serotonina (5-HT) es una monoamina que pertenece a un grupo de 

compuestos aromáticos llamados indoles, con un anillo de 5 miembros que 

contienen nitrógeno unido a un anillo benzeno. Esta monoamina se forma a partir 

del aminoácido triptofano, y por medio de la enzima triptofano hidroxilasa, que 

pone un grupo hidroxilo en la posición 5 del grupo indol del aminoácido triptafano, 

se convierte en 5-hidroxitriptofano (5-HTP). El 5-HTP es descarboxilado por la 

enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa, para formar la 5-hidroxitriptamina (5-

HT) o serotonina (Nicholls el al., 1992) (fig. 3). La enzima triptofano hidroxilasa es 

la enzima limitante en la síntesis de 5-HT (Schwartz, 1985; McGeer et al., 1987; 

Cooper et al., 1996). Es poco lo que se conoce referente a los mecanismos de 

acción de la 5-HT en las neuronas de los crustáceos y en particular del acocil, 

con excepción de unos pocos estudios en los que se ha mostrado que la 5-HT 

trabaja a través de los segundos mensajeros inositol trifosfato (IP3) y AMP cíclico 

(AMPc), también se sabe que incrementa el número de vesículas que son 

liberadas lo cual se da a una velocidad relativamente rápida, en otras palabras 
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aumenta la eficiencia sináptica (Southard et al., 2000). 

En los invertebrados, las aminas funcionan tanto como neurotransmisores, 

y neuromoduladores como neurohormonas. La 5-HT se ha propuesto como un 

modulador circadiano de los sistemas visuales de los invertebrados 

(Nadakavukaren et al., 1986), así mismo regula funciones motoras, y es un 

modulador de la función sensorial y de la actividad intemeuronal en los anélidos, 

artrópodos y moluscos al igual que en los vertebrados (Walker y Holden-Oye, 

1989). 

En Aplysía, la 5-HT facilita el reflejo de retracción branquial y los reflejos 

alimenticios, también participa en los procesos visuales cambiando la fase del 

ritmo circadiano de actividad eléctrica del nervio óptico en el ojo aislado (ESkin et 

al., 1982), e incrementa la sensibilidad visual en Umulus (Barlow et al., 1977). En 

los ofiuridos, promueve el aumento del nado de las larvas y la concentración de 

ésta aumenta conforme avanza el desarrollo embrionario y larval, presentando 

mayor concentración de 5-HT en el momento de la eclosión. En la langosta, 

modula la programación motora y central para la flexión mediando asi la postura 

extensora (de defensa) y la flexora (de agresión) (Beltz y Kravitz, 1987). 

Goldberg y colaboradores (1986; 1989) demostraron que la 5-HT está 

presente en el sistema nervioso de embriones del molusco Helisoma y puede 

actuar como un regulador del desarrollo. Estos autores encontraron que hay un 

aumento en la expresión a 5-HT en diferentes neuronas en las etapas 

postembrionarias. 

En los crustáceos se han encontrado neuronas serotonérgicas en varios 

ganglios del sistema nervioso central, los pedúnculos oculares y hemolinfa del 

acocil y de la langosta (Sandeman el al., 1988; Beltz y Kravitz, 1983) durante 

todas las etapas del desarrollo. El encontrar inmunorreactividad a 5-HT desde 

etapas tempranas del desarrollo y que permanezca hasta la etapa adulta podria 
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deberse a que esta monoamina ejerce una acción neuromoduladora sobre varios 

sistemas neurales, además de que podría estar relacionada con la habilidad 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 

acocil Pacifastacus leniusculus, esto sugiere que la 5-HT actúa como una 

hormona inmediatamente después de la eclosión. 

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 potenciales de acción en las terminales 

motoras y parece que afecta la actividad de las motoneuronas en los ganglios 

centrales, y la transmisión neuromuscular periférica. (Sandeman y Sandeman, 

1990). 

Resultados de nuestro laboratorio corroboraron lo anterior para 

Procambarus clarkii encontrado inmunorreactividad a 5-HT en los pedúnculos 

oculares (EscamilJa-Chimal et al., 1998; Escamilla-Chimal et al., 2001) yen el 

ganglio cerebroide (Castañón-Cervantes et al., 1998), desde la etapa P01 hasta 

el adulto. 

Estudios realizados in vivo e in vitro con técnicas de microscopía 

electrónica, en pedúnculos aislados de Procambarus clarkii adulto, han 

demostrado que existe un incremento noctumo de la 5-HT, que parece ser 

coincidente al aumento de la sensibilidad de los fotorreceptores visuales. Lo 

anterior se ha atribuido a que la 5-HT influye en la retracción del pigmento 

proximal en ojO aislado de acocil (Frixione y Hemández, 1989). Aréchiga y 

colaboradores (1990) han propuesto que la serotonina juega un papel de 

modulador, en la fase nocturna, del ciclo circadiano en la retina del acocil. 

Kulkarini y Fingerman (1992) sugirieron que existían relaciones entre 5-HT, la luz 

y algunas neurohormonas como la hormona dispersora del pigmento rojo y la 
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hormona de adaptación del pigmento distal a la luz. 

La 5-HT se ha propuesto como un sincronizador o acoplador de los 

diferentes ritmos circadianos del sistema visual de los crustáceos. Por otra parte, 

estudios realizados en el pedúnculo ocular, han demostrado que la 5-HT es una 

neurohormona y/o neurotransmisor que modula in vivo la secreción y liberación 

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 crustáceos (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), y de la hormona dispersora del pigmento rojo 

(RPDH) (Rudolph y Spaziani, 1990). El papel de la 5-HT en la regulación de la 

secreción y transferencia de diferentes neurohormonas, ha sido el objeto de 

estudio de varias investigaciones (Kulkami y Fingerman, 1992; Fingerman, 1997); 

sin embargo, el papel de la 5-HT en la secreción 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 HIPERGLlCEMIANTE DE CRUSTÁCEOS. 

La hormona hiperglicemiante de crustáceos (CHH) es un péptido 

termolábil, que se ha caracterizado como una proteína de pequeño tamaño 

molecular (Kleinholz y Keller 1973), la especie Procambarus clarkii presenta dos 

isoformas de CHH, la CHH-I y la CHH-II (Yasuda, et al., 1994), esta hormona es 

sintetizada en el OX, se transporta por el tracto OX-GS a la GS donde es 

almacenada y liberada (Kelier, 1992; Van Herp, 1998). La CHH es la encargada 

de aumentar los niveles de glucosa en hemolinfa. 

En experimentos realizados por Kleinholz y colaboradores (1967) en los 

cuales inyectaron CHH en crustáceos de la especie Orconectes, observaron que 
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dos horas más tarde de la inyección se incrementaba la concentración de glucosa 

en sangre. Por otra parte se ha reportado que cambios circadianos en la 

secreción de CHH están relacionados con los ritmos circadianos de los niveles 

de glucosa sanguinea (Hamann, 1974). En el acocil Astacus leptodactylus la 

máxima concentración de glucosa en hemolinfa se presenta de dos a tres horas 

después de iniciar el periodo de obscuridad (Gorgels-Kallen y Van Herp, 1981). 

Estudios de microscopia electrónica demostraron que en los acociles 

Astacus leptodactylus al inyectarse 5-HT hay un aumento en el número de 

vesículas en exocitosis y poco tiempo después se produce una hiperglicemia, lo 

anterior ocurre en la primer hora después de iniciar el periodo de obscuridad 

(Strolenberg, et al., 1977). La CHH se ha encontrado en las células del pedúnculo 

ocular, en esta misma especie mediante detección con inmunofluorescencia, 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 secreción (Gorgels-Kallen y Van Herp, 1981); también se 

ha reportado un patrón circadiano en la inmunorreactividad de las células 

individuales productoras de esta hormona (Gorgels-Kallen y Voorter, 1984; 

Gorgels-Kallen y Meij, 1989). 

Gorgels-Kallen y Voorter en 1985, reportaron que en la especie Astacus 

leptodactylus, las células responsables de la síntesis de CHH (en el OX) 

presentan diferentes etapas secretoras, esto lo correlacionaron con la ritmisidad 

de 24 h de concentración de glucosa en hemolinfa por lo que estos autores 

sugirieron que estas células 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 llega a las 

terminales axónicas de la glándula sinusal, posteriormente hay una gran actividad 
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exocitótica que causa una fuerte liberación 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 encontró un ritmo en la 

concentración de glucosa en hemolinfa con dos niveles máximos, 1 y 3 horas 

después de iniciar el periodo de obscuridad. La CHH en hemolinfa llega a su 

máxima concentración 2 horas después de iniciar el periodo de obscuridad, estos 

niveles de CHH y glucosa bajan durante el día y permanecen en niveles basales 

(Kallen et al., 1990). 

Por otra parte, se ha reportado que células productoras de CHH, contienen 

en sus terminales nerviosas, uniones sinápticas de 5-HT en el acocil Astacus 

leptodactytus (Van Herp y Kallen, 1991). 

La hormona hiperglicemiante tiene un papel multifuncional en los 

crustáceos (Fingerman, 1997) ya que además de jugar un papel central en los 

procesos metabólicos, como el meta balizar carbohidratos, es un secretagogo de 

las enzimas digestivas en el hepatopáncreas (Keller y Sedlmeir, 1988; Santos y 

Keller, 1993), está involucrada en el control de la reproducción, la inhibiciónde la 

muda y la osmorregulación (Charmantier-Daures et al., 1994; Webster, 1998). 

Estos cambios han sido reportados para diferentes especies de acociles (Kallen 

etal.,1988). 

Chang y colaboradores (1998), propusieron que la CHH puede tener 

diversos locus de síntesis y secreción además del complejo OX-GS, puesto que 

al cortar ambos tallos oculares en la langosta Homarus americanus, estas 

lograron sobrevivir alrededor de un año, con niveles basales de CHH en 

hemolinfa. Entre los posibles locus de síntesis y secreción de CHH están el 

cordón ganglionar, ya que se han encontrado genes de expresión de CHH en H. 

americanus (De Kleijn et al., 1995; Reddy et al, 1997), el ganglio cerebroide, los 
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ganglios torácicos y los órganos pericárdicos puesto que se encontró 

inmunorreactividad a CHH en en estas estructuras de C. maenas (Keller et al., 

1985), ésto también fue corroborado mediante la técnica de ELlSA. 

En estudios recientes se ha reportado que la CHH es sintetizada por dos 

tipos de células; el complejo OX-GS produce esta hormona en un porcentaje 

mayor que otras neurohormonas, el proceso de síntesis desde los precursores 

hasta la liberación de las dos isoformas de CHH dura al rededor de 14 horas (Fig. 

4) (Ollivaux y Soyez, 2000). 

2.4. RITMOS BIOLÓGICOS. 

La mayoría de los seres vivos detectan claramente las estaciones del ciclo 

anual, presentando así una gran capacidad de adaptación para poder identificar 

los cambios en los periodos de día-noche, que están relacionados con los 

movimientos de rotación y traslación de la Tierra (Pitendrigh y Minis, 1964; 

Reinberg y Smolensky, 1993). Estos cambios son los que determinan la actividad 

de los organismos como la reproducción, migración, alimentación, depredación, 

ciclos de actividad-reposo y sueño-vigilia, la floración en el caso de las plantas, 

etc., los cuales se presentan rítmicamente. Los cambios cíclicos ambientales 

pueden sincronizar algunos de estos ritmos, entre ellos están la temperatura y la 

luz que es considerada como la señal más importante. Los sistemas biológicos 

son capaces de mantener su ritmicidad, aún en condiciones ambientales 

constantes, lo cual indica que los mecanismos generadores de éstos son de 

naturaleza endógena. 

Kalmus (1935) definió a un ritmo biológico como la recurrencias de 

cualquier evento en un sistema biológico en intervalos mas o menos regulares 

(Citado en Aschoff, 1981). Ejemplos de ritmos biológicos son: la menstruación, el 

ciclo estral, la hibernación, la migración, la floración, la frecuencia respiratoria, la 
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Los ritmos biológicos fueron clasificados por Halberg y colaboradores 

(1965) de acuerdo con la duración del periodo del ciclo (t). Sin emoargo, Enright 

(1981) clasificó los diferentes ritmos en función a la frecuencia con la que se 

presentan, es decir el inverso del periodo (1h). En base a la frecuencia, son tres 

los principales tipos de ritmos: ultradianos, circadianos e infradianos. Además de 

éstos, también existen otros ritmos, como los circa-anuales, que se presentan 

cada año, los tidales (mareales), etc. 

Los ritmos ultradianos se definen como un fenómeno que se presenta 

recurrentemente en periodos menores a 19 horas, por lo que se presentan con 

una frecuencia mayor a la de un día. Ejemplos son el movimiento rápido de los 

ojos (MOR) durante el sueño, la respiración, los latidos cardiacos, las ondas 

cerebrales, etc. 

Los ritmos infradianos tienen periodos mayores a 29 horas, por lo que su 

frecuencia es menor a un día, como la larviposición del mosquito, el ciclo 

menstrual en los mamíferos, los ciclos reproductores, etc. 

2.4.1. RITMOS CIRCADIANOS. 

Los ritmos circadianos son los ritmos que se presentan con periodos 

aproximados a las 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 secreción del 

cortisol, la prolactina y la melatonina, los ciclos sueño-vigilia y actividad-reposo, 

así como numerosos ritmos fisiológicos en vertebrados e invertebrados. 

La palabra circadiano proviene del latín Circa que significa cerca de y dies 

que significa días. Este término fue utilizado por Franz Halberg en 1959 (citado 

en Aschoff 1981), para describir ciclos de aproximadamente 24 horas, que son 
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estudios sobre los ritmos circadianos desde los años de 1950, mediante los 

cuales ha demostrado que el ritmo no es un fenómeno aprendido (citado en 

Pittendrigh y Minis 1964). Se ha comprobado la endogenicidad y sincronización 

de este tipo de ritmos a factores extemos o zeitgebers (dador de tiempo) que 

también se repiten una vez cada 24 horas, como por ejemplo los cambios 

nictemerales (día-noche). 

Las características mas distintivas de los ritmos circadianos son: 

1) Son endógenos y programados genéticamente. 

2) Son susceptibles de ser sincronizados. 

3) Al ser endógenos persisten en oscilación espontánea en ausencia de señales 

extemas. 

4) En general el periodo es mayor de 24 horas para especies diumas y menor en 

las especies noctumas, cuando los organismos están en obscuridad constante. 

5) Son capaces de compensar cambios de temperatura. 

6) Generalmente desaparecen bajo luz intensa constante. 

Para que estos ritmos se expresen es necesaria la existencia de un reloj 

biológico intemo. Pittendrigh y Aschoff definen al reloj biológico como una 

estructura orgánica que funciona como marcapaso; es una entidad funcional 

localizable, capaz de oscilar autosostenídamente y capaz de detectar y 

sincronizarse a cambios rítmicos externos, impone el periodo y la fase a los 

procesos orgánicos. 

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 electrorretinograma (ERG) lo 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 ojo a la luz, producida por la 

diferencia de potencial eléctrico, entre las estructuras visuales del ojo y el 

electrodo de referencia. El voltaje registrado en los animales adultos, en 

condiciones constantes cambia a lo largo del día, habiendo una diferencia en la 

magnitud del ERG de entre 600 y 700 ¡N o más de la mañana 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 están en posición de 

adaptación a la obscuridad y es menor cuando están en posición de adaptación a 

la luz (Rao, 1985). No obstante hay cierta ritmicidad del ERG que puede no ser 

necesariamente regulada por la migración de los pigmentos. 

En los acociles Procambarus clarkii de la etapa POi el ritmo ERG es 

ultradiano pues se manifiesta con características de un periodo de 15 min a 4 h, 

conforme avanza el desarrollo del acocil, el periodo del ritmo aumenta, 

presentándose un ritmo circadiano evidente a los 30 días de edad, aunque este 

animal no tiene un ritmo circadiano de ERG bien establecido hasta los 90 dias 

postnatales (Fanjul-Moles et al., 1987). 

En animales adultos, se ha propuesto que la amplitud del ERG, a un pulso 

de intensidad constante, depende de la actividad fisiológica de tres estructuras 

(Aréchiga et al., 1993). Una es la sensibilidad de los propios fotorreceptores a la 

luz debido a cambios en su conductancia iónica; otra es la posición del pigmento 

proximal; por último, la posición 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 endógenos en los componentes oculares 

pigmentarios. El pigmento proximal migra como una respuesta directa de los 

fotorreceptores a la luz y a la obscuridad, y el pigmento distal es sensible a las 

neurohormonas liberadas, como una respuesta a la luz y a la obscuridad 

(Aréchiga, 1977). La hormona dispersora del pigmento distal se libera en la 

iluminación y promueve la dispersión de este pigmento; la hormona 

concentradora de eritróforos mueve el pigmento distal hacia la cómea durante la 

obscuridad constante; las dos hormonas se producen en el complejo OX-GS. En 

los crustáceos, se ha asumido que el pedúnculo ocular es un lugar de generación 

de ritmicidad circadiana. En estudios realizados con el acocil Procambarus clarkii 

se observó que los pedúnculos oculares aislados son capaces de generar un 

ritmo circadiano autosostenido de secreción de la hormona concentradora del 

pigmento rojo (Rodríguez-Sosa eta/., 1994). 

La 5-HT tiene un efecto directo sobre la retina, actuando en las células 

fotorreceptoras, aumentando la respuesta a la luz y promoviendo la retracción de 

los pigmentos de 105 fotorreceptores retinianos. La presencia de 5-HT en la 

noche determina la retracción del pigmento e incrementa la sensibilidad del 

fotorreceptor (Aréchiga et al., 1990). 
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3. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACiÓN DEL PROBLEMA. 

En los crustáceos se han propuesto dos estructuras como marcapasos del 

ritmo circadiano de la actividad de la respuesta retiniana a la luz, el lóbulo óptico, 

para la sincronización unilateral, y el ganglio supraesofágico, para la 

sincronización bilateral. Sin embargo, hasta ahora este modelo no puede explicar 

totalmente ni la génesis, ni la sincronización y acoplamiento del sistema. 

Estudios previos durante el desarrollo del acocil, han mostrado que las 

etapas P02 y juvenil, son las etapas clave en la maduración de varios ritmos 

circadianos, como el 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 (Castañón-Cervantes et al., 1999). Estos trabajos han 

evidenciado que durante las etapas P02 y juvenil, cambian parámetros 

circadianos tales como el valor del periodo, la fase y la amplitud del ritmo, por lo 

que éstas etapas podrían ser consideradas como marcadores de la maduración 

de los efectores responsables de los ritmos y de su acoplamiento a los 

marca pasos. En el caso del ritmo del ERG los efectores son los fotorreceptores 

oculares, cuya sensibilidad circadiana depende de las neurohonnonas liberadas 

en el complejo OX-GS mencionado previamente. Una de estas neurohonnonas 

podría ser la CHH, aunque nunca se ha propuesto una acción de CHH sobre la 

retina. 

Algunos experimentos fisiológicos mostraron que la liberación de CHH se 

lleva a cabo en las tenninales axónicas de la GS en varios crustáceos 

(Strolenberg y Van Herp, 1977; Martin, 1978; Kallen, 1988). Por otra parte, Sáenz 

y colaboradores (1997) reportaron que en el acocil Procambarus clarkii la 5-HT 

induce despolarización en las células del OX, que por su fonna, localización y 
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tamaño, son semejantes a las sintetizadoras de CHH. Aunado a lo anterior Chi­

Ying y colaboradores (2000) han reportado que la 5-HT induce un aumento en los 

niveles de glucosa en la hemolinfa del acocil Procambarus c/arkii. Sin embargo, 

el papel de la CHH en los mecanismos que subyacen los ritmos de sensibilidad 

visual en el acocil Proeambarus e/arkii, no han sido explorados. 

En caso de que lo anterior se cumpla, se investigará: 1) si la 5-HT y la CHH 

están presentes in situ en las estructuras consideradas como marcadores del 

ritmo circadiano del ERG, Le. la retina y el complejo OX-GS en el acocil P. e/arkii. 

2) Si las variaciones diarias de la inmunorreactividad a 5-HT, reportadas en la 

retina (Escamilla-Chimal et al., 1998), también se presentan en el complejo OX­

GS, y ver si están 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 influye en la 

secreción de CHH en células de la retina y del pedúnculo ocular del acocil P. 

c/arkii. 
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4. HIPÓTESIS. I 
Hipótesis general. 

La serotonina y/o la hormona hiperglicemiante de los crustáceos participan 

como moduladores y/o efectores en la expresión de los ritmos circadianos de 

amplitud del ERG del acocil Procambarus e/ami. 

Hipótesis particulares: 

·H1. Tanto la 5-HT como la CHH se encuentran en las estructuras 

consideradas como marcapasos de los cambios de sensibilidad del ojo, Le.: la 

retina y el complejo órgano-X-glándula sinusal, presentando cambios diarios 

tanto en su localización como en su concentración. 

H2. Puesto que el ritmo de amplitud ERG sufre cambios importantes en sus 

parámetros circadianos (amplitud y fase) durante el desarrollo, y en especial 

entre los estadios P02 y juvenil, las diferencias temporales en la concentración y 

localización de 5-HT y CHH serán un indicador de la participación de estas dos 

neurohormonas en el proceso de maduración del ritmo circadiano. 

H3. La 5-HT produce cambios en la secreción de CHH en células aisladas 

de la retina y el sistema órQ.ano-X-glándula sinusal modulando esta secreción. 
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5. OBJETIVOS. I 
Para probar la H 1 : 

Detectar si estructuras del tallo ocular, en acociles de las etapas P02 y 

juvenil, consideradas claves en los mecanismos de génesis y expresión de los 

ritmos biológicos, presentan inmunorreactividad a 5-HT y CHH. 

Para probar la H2: 

Cuantificar cambios cíclicos a tres horas del día en la inmunorreactividad a 

CHH y 5-HT en dichas estructuras, mediante el método de estimación de fracción 

de volumen. 

Para probar la H3: 

Mediante el método de ensayo hemolítico inverso, determinar y cuantificar 

la secreción de CHH en la retina y el complejo OX-GS. 

Determinar y cuantificar el efecto de 5-HT sobre la secreción de CHH en 

células de la retina y del complejo OX-GS. 
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S.MÉTODO. 1 

6.1. ANIMALES. 

Se utilizaron acociles adultos de la especie Procambarus c/arkii, los cuales 

fueron colectados en el Río Conchos en Saucillo, Chihuahua. Una vez 

aclimatados a las condiciones de laboratorio, se distribuyeron colocando en cada 

acuario 6 hembras con 3 machos para reproducción. Cuando se detectaron las 

hembras ovígeras fueron separadas del resto de los acociles en una pecera 

individual. A partir de la eclosión se llevó el conteo del número de días que 

transcurrían para determinar la etapa en la que se encontraban los acociles, de 

esta manera obtuvimos los animales de las etapas P02 y juveniles (de dos 

meses de edad). Los animales se mantuvieron en condiciones de luz-obscuridad 

(LO) 12:12 (7:00 h encendido de luz) y con una temperatura de 20-22°C, en 

acuarios con filtro biológico y se alimentaron tres veces a la semana con 

verduras cocidas. 

6.2. HISTOLOGíA. 

12 acociles de cada una de las etapas P02 y juvenil (n=24) fueron 

anestesiados a tres diferentes horas del día (8:00, 15:00 y 20:00 h), colocándolos 

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 adaptación a la obscuridad (agregados en la región distal y 

proximal respectivamente). Inmediatamente se disectaron los tallos oculares de 

cada animal utilizando un microscopio de disección (Olimpus SZ SCTU1). 

Cada tallo ocular se fijó en formaldehído al 10% durante 12 horas, se 
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deshidrataron en alcoholes graduales a diferentes concentraciones de la 

siguiente manera: 24 h en 50%, 24 h en 70%, 12 h en 96% y 12 h en 100%. 

Finalmente cada tejido se colocó 30 min en xilol para aclararlo. 

Cada ojo se incubó en Paraplast (Oxford Labware) durante 12 horas en una 

estufa (Felisa) a 59°C y posteriormente se incluyeron en bloques; mediante un 

microtomo (American Optical 820) se hicieron cortes histológicos longitudinales y 

transversales de 4 Ilm de grosor. Los cortes se pegaron con grenetina en 

portaobjetos utilizando un baño de flotación (Lab. Line Instruments Inc.). 

Las laminillas de cada ojo se desparafinaron 30 min en xilol y 

posteriormente los cortes se rehidrataron pasándolos por alcoholes 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 inmunohistoquímica o 

inmunofluorescencia. 

6.2.1. TÉCNICA DE INMUNOHISTOQuíMICA. 

En una primera aproximación, tanto para visualizar la 5-HT como la CHH 

en las estructuras del tallo ocular, así como para determinar la dilución a la cual 

se utilizaría el antícuerpo contra CHH y 5-HT, un animal P02 y uno juvenil (para 

cada hora de muestreo) se procesaron mediante técnicas de inmunohistoquímica 

de acuerdo al método ABC (Priestley, 1997). Para localizar la CHH se utilizó 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 dilución final 1 :500. Por separado, 

para visualizar la 5-HT se usó un anticuerpo monoclonal contra 5-HT (Oako) 

probándose las diluciones 1:10, 1:50 y 1:80 en PBS, eligiendo la dilución 1:10. 

También se probaron diferentes tiempos y temperaturas de incubación con el 

anticuerpo primario: 1 h a temperatura ambiente (TA), 2 h aTA, 14 h a 4°C, 18 h 
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a 4°C Y 24 h a 4°C; finalmente se decidió incubar 18 h a 4°C. Posteriormente 

todos los cortes se incubaron en un anticuerpo secundario (lgG anti-conejo) 

biotinilado (BioGenex) durante 20 min y se marcaron con fosfatasa alcalina 

conjugada con estreptavidina (BioGenex), por 20 mino Se lavaron con PBS, 

fueron teñidos con el cromógeno rojo rápido (BioGenex) y contrastados con 

hematoxilina de Mayer (BioGenex). Posteriormente estos cortes se lavaron con 

agua de la llave para parar la tinción de la hematoxilina y después con agua 

amoniacal al 1 % por 10 seg. para virar la reacción de la hematoxilina. Finalmente 

los cortes fueron montados en medio de montaje acuoso Vikel (donado por el M. 

en C. Viktor Romero-Díaz). 

6.2.2. TÉCNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA. 

Con el objeto de cuantificar la inmunorreacción a 5-HT y CHH, se prosiguió 

a realizar la técnica de inmunofluorescencia con doble marcaje. 

Se utilizaron tres laminillas por ojo de cada acoci!. Previamente en cada 

una de las laminillas, se delimitó el área en la que se encontraban los cortes (con 

un PAP pen) para asegurar que todos los medios de incubación permanecieran 

sobre los cortes. Posteriormente los portaobjetos se colocaron en una cámara 

húmeda y obscura. Los cortes se lavaron con PBS a pH 7.6 durante 5 min, se 

incubaron 20 min con un bloqueador de proteínas (suero normal de cabra, 

BioGenex). Este bloqueador reduce la tinción de fondo que se presenta por los 

enlaces no especificas de los anticuerpos con el tejido. 

Los tejidos se incubaron con el anticuerpo monoclonal contra 5-HT (oal<.o) 

en una dilución 1:10 y con el anticuerpo policlonal contra CHH de acocil, con una 

dilución 1 :500, durante 18 h a 4 oC. Se lavaron 5 min con el PBS. La 5-HT se 

reveló con el fluorocromo FITC cabra-anti-ratón en dilución 1:10 (Dako), 2 min a 

59 oC y 6 h a temperatura ambiente, después se lavó con PBS. La CHH se reveló 
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con el fluorocromo Rojo Texas cabra-anti-conejo en dilución 1 :50 (Rockland) 1 h 

a temperatura ambiente y se lavó 5 min con PBS. Finalmente se montaron los 

cortes con medio de montaje acuoso para fluorescencia (Dako). 

Se realizaron dos tipos de controles, por una parte las preparaciones 

control se procesaron sin la incubación con los anticuerpos primarios 

correspondientes; 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 ~g/ml, Sigma), o con anticuerpo contra CHH 

preabsorbido con extracto crudo de tallo ocular de P. c/arkii (Kleinholtz et al., 

1967). 

6.2.3. MORFOMETRíA y DIGITALIZACiÓN DE IMÁGENES. 

Con el objeto de cuantificar la cantidad de inmunofluorescencia a 5-HT y 

CHH se cuantificó la cantidad de fluorescencia en las estructuras mencionadas 

previamente en un microscopio de luz con epifluorescencia (Labophot 2 HFX-OX, 

Nikon). Por lo anterior los cortes se visualizaron capturándolos a 40X, por medio 

de un sistema procesador de imágenes (Hamamatsu C551 0-01, Argus 20, con 

cámara Nikon Fx-350X) vía una computadora, mediante el programa de captura 

video Buzz, con el software MGI Video Wave SE+ (IOMEGA). Posteriomnente las 

imágenes fueron analizadas con el programa Sigma Scan Pro para Windows 

(Jandel Scientific Softwar, versión 3.0), el cual pemnitió medir el área de 

inmunofluorescencia de cada estructura. 

La retina se dividió en tres regiones arbitrarias: a) retina distal (RO), abarca 

desde el cono cristalino hasta la región distal de los rabdomos, b) retina medial 

(RM), que corresponde a las células retinulares, los rabdomos y las células 

tapetales, y e) 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 tomó como el 100% del área, posteriormente se midió el área de 

cada zona inmunopositiva a los anticuerpos, cada una por separado para 

posteriormente calcular el porcentaje de fluorescencia positiva a 5-HT y a CHH 

que presentaba cada región de la retina. 

Por otra parte se midió el área total del OX, de la GS y del tracto OX-GS 

tomándose como el 100% cada uno de ellos, también se midió el área 

fluorescente, positiva a los anticuerpos y con ello se calculó el porcentaje de 

inmunofluorescencia a 5-HT y CHH. 
A 

Con lo anterior se estimó la fracción de volumen (Vv) de las estructuras 

fluorescentes, verde (5-HT) y rojo (CHH), estimado por una técnica de conteo de 

puntos (Gundersen et al., 1988). El área total de cada una de las estructuras fue 

definida como el espacio de referencia y la fluorescencia fue la región de interés 

de acuerdo con el método de Thompson (1930), con la fórmula: 

• P(Y) 
Vv(Y,ref) = L (Y,ref) =--

P P(ref) 

Dónde P(Y) indica el número de puntos que caen en el espacio de interés y P(ref) 

es el número de puntos que caen en el espacio de referencia. Los puntos 

contados se usan para estimar áreas, la cual es por sí misma un estimador del 

volumen (Howard y Reed, 1998). En este estudio la Ov 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 desviación 

" estándar de la Vv inmunofluorescente expresada como porcentaje. 
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6.2.4. MICROSCopíA CON FOCAL. 

Con el objeto de corroborar los datos, cada una de las estructuras de 

interés, una por cada etapa y hOra de muestreo, se observó en un microscopio 

confocal (MRC 2100, Nikon). 

6.2.5. ANÁLISIS ESTADíSTICO. 

A los datos obtenidos se les aplicó la prueba de Sartlett, para verificar la 

homogeneidad de las varianzas de cada muestra. (Sartlett, 1937; Aguilar-García, 

1981), y deterrninarque prueba estadística se aplicaría a los datos. 

La prueba de Sartlett demostró que las varianzas eran homogéneas dentro 

de cada grupo a las tres horas investigadas, por lo cual se decidió aplicar un 

análisis de varianza (ANOVA) de una vía (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 hayo no diferencia entre dos o más 

grupos de varianzas homogéneas sujetos a uno o más factores. La prueba de 

Scheffé permite hacer comparaciones entre las medias de dos o más muestras 

(Dawson-Saunders y Trapp, 1993). Todas las pruebas estadisticas se realizaron 

con el programa Statistica. 

6.3. ENSAYO HEMOLíTICO INVERSO (RHPA). 

Esta técnica permite identificar una célula en una población celular mixta 

de acuerdo con su secreción hormonal, asi como cuantificar esta secreción. Esta 

técnica utiliza la hemólisis mediada por complemento en presencia del complejo 

antígeno-anticuerpo (Neill y Frawley, 1983; Hiriart y Ramírez-Medeles, 1991). 

Una vez que se logró montar la técnica y con el objeto de caracterizar la 

secreción de CHH en células del tallo ocular, se realizaron 5 repeticiones 

experimentales por duplicado de la técnica de RHPA. 
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6.3.1. MEDIOS DE CULTIVO (Microlab). 

L-15-1. 

Medio de cultivo Leibovilz (L-15) modificado para tener 205 mM de NaCl, 

4.5 mM de KCI, 13.5 mM de MgCI2, además de 8 mM de glucosa, 10 mM de 

HEPES, 0.1% de albúmina (BSA), gentamicina (16 ¡Jg/ml), penicilina 200 U/mi, 

estreptomicina 200 ¡Jg/ml y anfotericina B (0.5¡Jg/ml), a pH 7.4. 

L-15-2. 

Medio de cultivo L-15, igual que el L-15-1 , sin gentamicina y con 

bicarbonato de sodio, 0.1 % de BSA, penicilina 200 Ulml y estreptomicina 200 

IJg/ml. 

L-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 Ulml y estreptomicina 200 

IJg/ml. 

L-15-4. 

Medio de cultivo 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/mi y 

estreptomicina 200 ¡Jg/ml. 

6.3.2. DISECCiÓN DE TALLOS OCULARES. 

Acociles juveniles de dos meses de edad de la especie Procambarus c/arkii 

se mantuvieron en un fotoperiodo LO 12:12 (7:00 h encendido de la luz), en 

acuarios con filtro biológico 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 los 

parásitos que presentaban los acociles, esto se realizó tres veces por semana, 

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 la quitina mediante un 

microscopio de disección (Olimpus SZ SCTU1). Por otra parte, en una caja petri 

Falcon (previamente impregnada con silgar), se colocaron los tallos oculares 

utilizando microalfileres, lo anterior fue necesario para retirar el tejido conectivo y 

muscular, dejando únicamente los neurópilos del pedúnculo ocular y la retina, 

estos últimos fueron separados en ese momento. 

6.3.3. DISPERSiÓN DE CÉLULAS. 

En una campana de flujo laminar (VECO) la retina y el pedúnculo ocular 

(por separado) se colocaron en tubos de centrífuga estériles (Coming), se les 

agregaron 40111 de colagenasa/dispasa diluida en L-15-1 (2 mg/ml, Sigma), para 

que se llevara a cabo la digestión se agitaron los tejidos durante 20 min a 37°C, 

en un baño de agitación (American Optical). Posteriormente las diferentes 

poblaciones celulares fueron dispersadas por pipeteo manual con pipetas 

Pasteur siliconizadas. 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 x g a 15 

oC. Posterior a los lavados, las células se contaron en una cámara de Neubauer 

haciendo una mezcla de 3111 de azul tripano y 27 111 de células diluidas en 1 mi de 

medio de cultivo, para determinar la viabilidad de las 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 

cámara húmeda estéril en la que se dejaron durante 21 horas para su 

recuperación. 
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6.3.4. MARCAJE DE ERITROCITOS. 

5 mi de eritrocitos de borrego (Microlab) se colocaron en un tubo de 

centrifuga (Coming) y se llevaron a 15 mi con una solución salina de NaCI al 

0.9%, se centrifugaron 10 min a 395 x g, el sobrenadante se desechó y el "pellet" 

se lavó dos veces más de igual manera. 

Al "pellet" final de eritrocitos se le agregaron gota a gota 5001J1 de Proteína­

A (Sigma), la cual se obtiene de estreptococos. Posteriormente se le agregaron 

gota a gota 2.5 mi de cloruro de cromo (Sigma) a14% diluido en solución de NaCI 

al 0.9%, el cual es un quelante que ayuda a que la Porteína-A se una a la 

membrana de los eritrocitos. 

En un baño de incubación (Baxter Scientific Products) se incubó la mezcla 

anterior durante 1 hora a 29-30 oC, moviendo lentamente cada 15 mino 

Posteriormente el complejo anterior se lavó 3 veces con NaCI al 0.9% 

centrifugando a 270 x g durante 10 mino y se le hizo un último lavado con solución 

salina RPMI (Microlab). Finalmente el "pellet" se dejó en refrigeración en solución 

de RPMI hasta el siguiente día. 

6.3.5. RHPA. 

De los eritrocitos marcados se colocaron 8 mi en un tubo de centrifuga y se 

llevaron a 15 mi con una solución salina de Hank, se sentrifugó 10 min a 395 x g, 

haciendo un segundo lavado con medio L-15-2, en el "pellet" de eritrocitos se 

resuspendió en medio L-15-2 en una dilución 1:10. 

Por otra parte, las células del tallo dispersadas junto con el medio en el 

que se encontraban se colectaron en tubos de centrifuga, se les agregó 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 mlcroplpeta, se calculó el volumen del "pellet" de las células antes 
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mencionadas y posteriormente se les agregaron los eritrocitos marcados en una 

dilución 1:1. Este complejo se colocó por capilaridad en cámaras Cunningham 

previamente tratadas con poli-L-lisina (Sigma) (0.5 mg/ml de buffer Tris, pH 8.2) Y 

lavadas 4 veces con agua bidestilada, esto fue para cambiar la polaridad del 

vidrio de la cámara y que se pegaran todas las células; las cámaras Cunningham 

se introdujeron en una cámara húmeda la cual a su vez se metió a una 

incubadora con C02 a 37 oC (Forma Scientific Inc., modelo 3158s/n3472-4281), 

para promover la adhesión de las células al piso de las cámaras. 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 dilución 1:10, diluido en 

L-15-3 con 40 mM de Kcl. Paralelamente, otras células se incubaron en 

presencia de diferentes concentraciones de 5-HT sulfato de creatinina (5, 10 Y 50 

¡¡M; Sigma), siendo el KCI y la 5-HT los secretagogos, teniendo por lo menos dos 

cámaras en el ensayo por cada tratamiento. Finalmente las células se Iisaron por 

incubación con complemento de cobayo diluido 1:20 en L-15-4 durante 45 mino 

Todos los medios se introdujeron en las cámaras por acción capilar (Fig. 5). 

Se llevaron a cabo diferentes controles de la técnica de RHPA, en unas 

cámaras se suprimió el KCI y/o el anticuerpo contra CHH. El control de las 

cámaras experimentales carecía de 5-HT. 

Las células se fijaron 30 min con glutaraldehido (Sigma) al 2% en NaCI al 

0.9%, finalmente se colocan las cámaras en frascos con NaCl, para 

posteriormente ser analizadas. 

Las células que secretaron CHH estaban rodeadas por una placa de 

eritrocitos lisados, a lo cual llamamos inmunoplaca. 
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Figura 5.- Representación esquemática de la técnica de RHPA oRBC-PrA: Eritrocitos de borrego marcados con 
la proteína-A 
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6.3.7.INMUNOCITOQuíMICA. 

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 llevó a cabo la 

técnica de RHPA, de la misma manera que se describió anteriormente. Antes de 

la fijación de las células se marcaron las 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 incubación con el amortiguador TBS y Tritón al 0.3% durante una 

hora, después se hicieron tres lavados de 5 min con amortiguador TBS y 

bloqueador de proteínas al 1 % (suero normal de cabra; BioGenex), y se dejaron 

incubando toda la noche a 4°C en TBS con bloqueador de proteínas al 2% en 

presencia del anticuerpo contra CHH en dilución 1 :500. La técnica continúo 

realizándose como en la inmunohistoquímica (descrita anteriormente). 

Finalmente cada célula, la cual ya había sido identificada mediante el marcaje de 

los portaobjetos y fotografías de cada célula con placa, se volvió a observar al 

microscopiO para determinar si fue positiva o no al anticuerpo contra CHH. 

6.3.7. ANÁLISIS DE DATOS. 

Por cada cámara, se midió el área de por lo menos 80 inmunoplacas, el 

tamaño de éstas es proporcional a la cantidad de sustancia secretada, se 

cuantificó el número de células secretoras y no secretoras para obtener un 

porcentaje, por lo menos se midieron 400 células en total. La respuesta secretora 

promedio tanto de las células retinianas como de las células del pedúnculo ocular 

se evaluó mediante el indice de secreción (I.S.), que se obtuvo multiplicando el 

área promedio de las inmunoplacas por F, dónde F = # de células secretoras'" # 

total de células. Este se comparó en los diferentes tratamientos 
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I.S. = ( F ) X (X del área de las placas) 

6.3.8. ANÁLISIS ESTADíSTICO. 

A los resultados obtenidos se les aplicó una prueba estadistica de ANOVA 

de una via seguida de una prueba de contrastes de SCheffé, así como una prueba 

de correlación para determinar el índice de correlación p. Estos análisis se 

llevaron a cabo con el programa Statistica. 
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7. RESULTADOS. 

7.1. INMUNOHISTOQuíMICA. 

Los datos obtenidos con inmunohistoquímica y microscopio de luz 

mostraron que la inmunopositividad a CHH se localizó en la retina, únicamente 

en la zona que corresponde a las células del tapetum, además de presentarse en 

la GS, el OX y en el tracto OX-GS. Lo anterior se presentó tanto en los 

organismos P02 como juveniles. 

Las estructuras que resultaron positivas a 5-HT, en ambas etapas del 

desarrollo, fueron varios elementos de la retina como lo son el cono cristalino, el 

citoplasma y los axones de las células 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 cíclicos en la Vv de la inmunofluorescencia a 5-HT 

y CHH, en las estructuras, tanto del P02 como del juvenil, estos cambios 

dependieron de la hora del día. En la figura 6 se muestran los cambios cíclicos en 

la inmunofluorescencia a 5-HT y CHH, en la retina (figs. 6A y 68) Y en el 

complejo OX-GS (figs. 6C y 6D). Algunos de los valores que se obtuvieron para 

el P02 en las diferentes estructuras se encontraron invertidos en espejo en la 

etapa juvenil. En el órgano-X fue la única estructura, tanto en los organismos P02 

como juveniles, en la que se localizó la fluorescencia doble para 5-HT y CHH a la 

misma hora. Un fenómeno similar pero invertido (es decir en horas externas 

opuestas) se encontró en el estadio P02 con respecto al estadio juvenil (figuras 

6C y 6D) 
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Figura 6.- A) Retina de la etapa P02. B) Retina de la etapa juvenil. C) Complejo OX-GS de la etapa P02. O) 
Complejo OX-GS de la etapa juvenil. o 5-HT, • CHH a tres horas del día. La densidad de 105 círculos ejemplifica 
el porcentaje mostrado en la tabla 1. 
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7.2.1 ETAPA P02. 

La positividad a la 5-HT se localizó en la retina distal en particular en la 
~ 

zona que corresponde al cono cristalino. a las 15:00 y 20:00 h (Vv 7.92 y 7.91% 

respectivamente) sin mostrar diferencias estadísticas significativas; en la retina 

media que corresponde a la región del citoplasma de las células retinulares. se 

presentó a las 8:00 h (Vv 16.82%) y a las 15:00 h (\?v 14.23%); en la retina 

proximal se encontró una VvdeI91.71% en la zona correspondiente a los axones 

de las células retinulares a las 20:00 h (figs. 7 A. 78 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 órgano-X se observó muy poca fluorescencia. esta positividad a 5-HT 
~ '"' sólo se vio en el microscopio confocal. a las 15:00 h (Vv 0.82%) Y 20:00 h (VV 

0.51%) (figs. 70. 7E. 7F). Los datos no mostraron diferencia significativa (tabla 1. 

fig.88). 

La prueba estadística de ANOVA reveló que hay diferencias significativas 

en la inmunorreactividad a 5-HT a las tres horas del día (F=1819. p<0.05). 

La fluorescencia a CHH se encontró en la retina media. únicamente en la 

región correspondiente a las células tapetales. a las 15:00 h (\Iv 12.68%) y a las 

20:00 h (IÍv 28.17%) (figs. 7A. 78. 7C). El análisis de varianza reveló diferencias 

estadísticamente significativas. Lo anterior se puede observar en la tabla 1. y en 

la figura 8A. 

De la misma manera. la CHH se localizó en la GS. OX. y fibras del tracto 

OX-GS (figs. 70. 7E. 7F). habiendo diferencias significativas en la GS entre las 

8:00 (Vv 53.01%) vs 15:00 (\Iv 27.71%) y 20:00 (Vv 0%) y las 15:00 vs 20:00 h; 

en el tracto OX-GS la diferencia se encontró entre las 8:00 (Vv 11.89%) y 20:00 

(Vv 16.29%) vs las 15:00 h. El OX fue positivo a CHH a las 15:00 (\Iv 1.995%) y ., 
20:00 (Vv 2.18%), encontrando diferencias significativas entre estas dos horas 
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Figura 7.- Microfotografías confocales en las que se muestran los cambios diarios 
a la inmunofluorescencia a 5-HT (verde) y eHH (rojo) en el acocil de la etapa 
P02. A) Retina a las 8:00 h B) Retina a las 15:00 h. e) Retina a las 20:00 h. D) 
órgano-X a las 8:00 h, negativo a los dos anticuerpos. E) órgano-X a las 15:00 h. 
F) órgano-X 20:00 h. (rc) citoplasma de las células retinulares que expresan 5-
HT, (r) rabdomos sin inmunorreactividad, (tc) células tapetales positivas a eHH, 
(a) axones de las células retinulares que expresan positividad a 5-HT, (xo) 
células del órgano-X positivas a eHH con terminales nerviosas que expresan 5-
HT, la tinción amarilla corresponde a sitios en los cuales la 5-HT y eHH 
coinciden. La barra representa 19.5 11m. 
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contra las 8 00 h (tabla 1, fig. 88) 

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 5-HT y CHH y a las 

20.00 h para 5-HT. La prueba de ANOVA reveló que hay diferencias significativas 

en la inmunorreactividad a CHH (F=74.4, p<0.05) a las tres horas del día. 

7.2.2. ETAPA JUVENIL. 

Las estructuras de este estadio que mostraron inmunofluorescencia a 5-HT 

(figs. 9A, 98, ge), fueron en la retina distal que corresponde al cono cristalino 
, A 

presentando diferencias significativas entre las 15:00 (Vv 18.33%) vs las 8:00 (VV 

1.49%) y 20:00 ((Iv 0%). En la retina media se encontró una Vv 75.05% de 5-HT 

a las 15:00 h en el citoplasma de las células retinulares. Estos datos mostraron 

una diferencia Significativa entre esta hora y las 8:00 y 20:00 h. En la retina 

proximal (aOXnes de las células retinulares) también se encontraron diferencias 

estadísticas significativas entre las tres horas de muestreo, 8:00 (Vv 33.04%), 
~ A 

15'00 (VV 75.05%) y 20:00 (Vv 18.53%). Lo anterior se muestra en la tabla 1 yen 

la figura 8e. 

En el resto del pedúnculo ocular únicamente se localizó la positividad a 5-

HT en el OX a las 08:00 (Vv 0.93%) (figs. 9D, 9E, 9F), por lo que el ANOVA 

mostró 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 estadística 

de ANOVA reveló que hay diferencias significativas a las tres horas del día para 

la inmunorreactividad a 5-HT (F=249, p<0.05). 

En la retina hay una región en la cual se observó más inmunorreactividad 

anti-5-HT, la cual también se observó en el P02, esta misma región se puede 

observar en preparaciones realizadas con la técnica de inmunohistoquímica de 

luz (ABe). 
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-----------------------

Tabla 1. Porcentaje de la Fracción o Densidad de Volumen Inmunorreactiva que expresa 5-HT y CHH 
a diferentes horas del dia, en las etapas P02 y juvenil 

Etapa Tiempo Anti- Retma distal Retma Retina OX Tracto GS 
de día (RD) medial (RM) proximal 

(h) (RP) OX-GS 

P02 8:00 5-HT O 16.8'.2.2 O O O O 
CHH O O O O 11.9,1.7 53,11 

15:00 5-HT 7.9,0,2 14.2,0.9 O 0.8 O O 
CHH O 127,0,5 O 1.99* O 27.7,0,8 

20'00 5-HT 7.9&1 O 91.7,2.8 0.5'" O O 
CHH ° 282,1.9 O 2.2,0.5' 16.3,1.4 ° Juvenil 8:00 5-HT 1.49,0.1 O 33,0.3 0.93' ° O 
CHH O 9.2&2 O 36,02 14.7<1.2 O 

15:00 5-HT 18.3,1.4 75,7.6 75,7.6 O O O 
CHH O O O O 82.4&6 95.1,5 

20:00 5-HT O O 18.5,0,4 O O O 
CHH O 3.2,0,02 O O O 45.9,2.6 

Los valores son la media . la desviación estándar. 
Nota: ,. estos valores son datos únicos. 
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Figura 8.- Gráficas que muestran la Fracción de Volumen de inmunorreactividad 
a 5-HT y CHH en las diferentes estructuras del tallo ocular de los estadios P02 y 
juvenil. Los datos son la media ± la desviación estándar, el asterisco indica las 
diferencias significativas (p<O.05). 
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Las estructuras positivas a CHH fueron, al igual que en el P02, la retina 

media sólo en la región que corresponde a las células del tapetum (figs. 9A, 96, 

9C), presentando diferencias significativas entre las tres horas del día, las 08:00 
~ ~ A 

(VV 9.17%), las 15:00 (Vv 0%) y las 20:00 (Vv 3.24%). Lo anteríor se muestra en 

la tabla 1 yen la figura 8C. 

En el resto del tallo ocular, se encontraron diversas estructuras 

fiuorescentes 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 (VvO%), las 15:00 (Vv95.12%) y las 20:00 (Vv45.92%); el 

OX sólo mostró positividad a CHH a las 8:00 (Vv 3.58%); por último el tracto OX­

GS también fue positivo y mostró diferencias significativas entre las tres horas 

8.00 (Vv 14.7%), 15:00 (Vv 82.36%) y 20:00, en la que el porcentaje fue de cero 

(tabla 1, fig. BD). El ANOVA reveló que en la inmunorreactívidad a CHH 

(F=122.6, p<0.05) hay diferencias significativas a las tres horas del día. 

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 

específicos. 

7.3. RHPA EN LA ETAPA JUVENIL. 

7.3.1. RETINA. 

Los resultados obtenidos en el acocil juvenil muestran que en la retina, hay 

células secretoras de CHH (Iig. 10). El porcentaje de células formadoras de 

inmunoplaca fue alrededor del 30% con respecto al número total de células 

retinianas. Este porcentaje es inversamente proporcional a la concentración de 5-

HT, mostrando diferencias significativas a 10 (27%) Y 50 ~M de 5-HT (26%) con 

respecto del control (tabla 2). Tanto el área de las inmunoplacas, como el índice 
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Figura 9.- Microfotografías confocales que muestran cambios diarios en la 
inmunofluorescencia a 5-HT (verde) y CHH (rojo) de estructuras del tallo ocular del 
acocil Juvenil. A) retina a las 8:00 h,. 8) retina a las 15:00 h,. C) retina a las 20:00 h,. D) 
órgano-X a las 8:00 h,. E) Y F) órgano-X a las 15:00 y 20:00 h respectivamente, los 
cuales fueron negativos a ambas neurohormonas. (te) células tapetales positivas a 
CHH, (re) citoplasma y (a) axones de las células retinulares que expresan 5-HT, (r) 
rabdomos son negativos a ambos anticuerpos, (xo) células del órgano-X positivas a 
CHH con terminales axónicas que contienen material positivo a 5-HT. La barra 
representa 19.5~m. 
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Secreción 
Células con 
inmunoplaca 
(%) 

Control 
30±2 

Area de la 557 ±41 
Inmunoplaca 
(m~2) 

Tabla 2. RHPA de la etapa juvenil 
Retina 

50~M 

30±3 27±1* 26±1* 

603±52 719±14* 841±59' 
t8% t29% t51% 

Control 
25±3 

519±32 

Pedúnculo 
Ocular 

30±2* 

550±21 
t5% 

31±3* 23±2 

615±37* 518±30 
t18% = 

Los datos son la media ± la desviación estándar, el asterisco muestra las diferencias significativas 
con respecto al control (p<O.05); t indica el aumento del área con respecto al control; (n=5). 
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Figura 10. - Microfotografía en la que se observan las células secretoras con 
inmunoplaca (s) y las células no secretoras (ilS), en la monocapa de eritrocitos, 40X 
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de secreción (I.S.) aumentan al aumentar la concentración de 5-HT, presentando 

diferencias significativas en el área para las concentraciones de 10 (719jJm2
) y 50 

JJM (841 jJm2
) con respecto del control (557jJm2

) (tabla 2). El índice de secreción, 

que nos indica la cantidad total de hormona secretada en una condición dada, 

también aumentó en presencia de 5-HT, de acuerdo con la concentración del 

neurotransmisor; el I.S. en 5 (179±6, aumentó un 8% con respecto al control), 10 

(191±2, aumentó un 15.7% con respecto al control) y 50jJM (216±10, aumentó un 

31 % con respecto al control) presentaron diferencias significativas entre las tres 

concentraciones, al igual que en las concentraciones de 10 Y 50jJM de 5-HT vs 

control (165±14) (fig. 11A). El I.S. aumenta conforme aumenta la concentración 

de 5-HT. El coeficiente de correlación calculado para esta curva dosis-respuesta 

(p=0.89) muestra una asociación estadísticamente significativa entre estas dos 

variables (fig. 12A). Con lo anterior se demuestra que en la retina la 5-HT 

modifica la secreción celular de CHH. 

Los controles que carecían de KCI y/o de CHH no presentaron 

inmunoplaca. 

Los resultados de la inmunocitoquímica mostraron que el 100% de las 

células con placa presentaron positividad al anticuerpo contra CHH y de las 

células que no tenían placa un 14% fueron positivas al anti-CHH. 

7.3.2. PEDÚNCULO OCULAR. 

El pedúnculo ocular, al igual que en la retina, presentó células secretoras 

de CHH cuya tasa de secreción depende de la concentración de 5-HT (tabla 2, 

fig. 11 B). El porcentaje de células secretoras no varía mucho con respecto a la 

retina, este porcentaje aumentó en las concentraciones de 5 (30%) Y 10 J.lM de 5-

HT (31%) presentando diferencias significativas con respecto al control (25%); 

sin embargo, en 50 jJM de 5-HT no hubo diferencia significativa comparado con el 
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Figura 11.- Gráficas que muestran el indice de secreción resultado del RHPA con las 
diferentes concentraciones de 5-HT. A) retina y B) pedúnculo ocular. 
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control (tabla 2). El área de inmunoplacas, al igual que el porcentaje, aumentó en 

5 (550 11m2) y 10 11M (615 11m2) y disminuyó en 50 11M (518 IIm\ pero solamente 

se observaron diferencias significativas en 10 11M de 5-HT, en 50 IlM volvió a 

disminuir a 518 11m2 (tabla 2). El I.S., de la misma manera que el porcentaje y 

que el área de inmunoplacas, aumentó en 5 (165±10) y 10 11M (189±16), 

disminuyendo en 50IJM (119±9) con respecto al control (129±11), las diferencias 

significativas se muestran entre el control contra 5 y 10 IJM Y entre 10 Y 50 IJM de 

5-HT . (figs. 11 B, 12B). El coeficiente de correlación 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 inmunocitoquímica mostró que el 100% de las células con 

inmunoplaca fueron positivas a CHH y que el 20% de las células que no tenían 

inmunoplaca fueron positivas a CHH. 
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8. DISCUSiÓN. I 
Los principales hallazgos de esta tesis son: 1) la localización y 

cuantificación in situ de inmunorreactividad a CHH en las células tapetales de la 

retina, de tenninales nerviosas inmunorreactivas a 5-HT en el OX de la médula 

tenninal y de la inmunorreacción a CHH en los axones y tenninales del tracto OX­

GS. 2) La localización in vitro de células retinianas secretoras de CHH sensibles 

a la 5-HT. 

Los cambios en la cantidad de inmunorreactividad a 5-HT y a la CHH, 

indica la existencia de ritmos diarios en la presencia y cantidad de 5-HT y CHH. 

En el órgano-X de la médula tenninal la inmunorreactividad a 5-HT y CHH 

coincide a la misma hora del día. 

La inmunorreactividad a 5-HT, localizada en el cono cristalino, en los 

axones de las células retinulares y en el OX, comprueba resultados previos de 

nuestro laboratorio (Escamilla-Chimal et al., 1998) y confirma lo reportado para 

otras especies de crustáceos (Sandeman et al., 1988). 

La cuantificación estereológica de la fluorescencia en las diferentes 

estructuras de los dos estadios de acocil, muestra cambios cíclicos en la cantidad 

de 5-HT y de CHH. Aunque el análisis de este estudio exploró únicamente tres 

horas del día, las características de estos cambios indican que las dos 

neurohorrnonas participan en los mecanismos responsables de la maduración del 

ritmo ERG. La amplitud del ritmo ERG del acocil juvenil oscila de manera 

circadiana alcanzando los valores máximos en la noche. Sin embargo durante los 

primeros estadios del desarrollo la amplitud ERG muestra oscilaciones 

ultradianas que en el estadio P02 están super impuestas en un ciclo circadiano 

cuya fase máxima se encuentra en el día. Los resultados de esta tesis muestran 
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como los picos máximos en la cantidad de material inmunorreactivo de ambas 

neurohormonas están invertidos con respecto a los de los organismos juveniles. 

Lo anterior coincide con el cambio de 1800
, antes señalado y que sucede en los 

ritmos circadianos de actividad y amplitud ERG cuando el acocil madura al 

estadio juvenil. Este fenómeno ha sido atribuido a un cambio de comportamiento 

nictemeral, probablemente debido a mecanismos de maduración que determinan 

que el acocil cambie del comportamiento diumo del estadio P02, al 

comportamiento noctumo del organismo juvenil; (Fanjul-Moles et al., 1987; 

Fanjul~Moles, 1998). 

Otros autores (Castañón-Cervantes et al., 1999) demostraron, en la misma 

especie, un ritmo circadiano en la concentración de 5-HT que cambia durante el 

desarrollo. Cuando este ritmo se analizó en condiciones LD 12: 12 el estadio P02 

mostró un ritmo unimodal con el zenit a las 20:00, que en los juveniles se hacía 

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 cíclicos en la actividad de 

neuronas serotonérgicas centrales que al modular el complejo OX-GS, 

modularían los cambios circadianos en amplitud del ritmo ERG. Los cambios 

cíclicos 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 tallo ocular, estructuras 

que cambian durante el desarrollo y cuya maduración debe estar comprometida 

con los procesos fisiológicos que determinan el acoplamiento entre el marca paso 

y los efectores de la expresión de los ritmos de sensibilidad a la luz. 

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 la médula terminal, así como en el tracto OX-GS y la 

GS de estadios larvales y post-larvales del acocil Astacus leptodactylus. Por otra 
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parte Georges-Kallen y Meij (1985), trabajando en la misma especie, reportaron 

un ritmo diario en la secreción de CHH dependiente del OX-GS. Los resultados 

de esta tesis confirman lo anterior en otra especie de acoci!, Procambarus c1arkii. 

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 están claramente diferenciadas 

ni localizadas antes del estadio P02, estadio en el cual su localización es ya 

similar a la que se encuentra en el animal adulto. Existen evidencias crecientes 

que la reflexión de la luz es únicamente una de las funciones de las células del 

tapetum y que estas células están ligadas metabólicamente a las células 

retinulares (Meyer-Rochow, 1999). 

Los resultados de este estudio mostraron coincidencias en los cambios 

cíclicos en la cantidad de 5-HT y CHH en los axones de las células retinulares y 

las células tapetales, así como entre las células tapetales y el OX de la médula 

terminal. Estos cambios ocurren con una diferencia de 1800 entre ambos estadios 

estudiados y deben estar también relacionados con los cambios cíclicos en la 

maduración de los ritmos oculares. Sin embargo, es difícil explicar la coincidencia 

entre la CHH de las células de la retina y las del OX. Hasta el momento no se ha 

reportado una comunicación neural o humoral entre ambas estructuras, Odselius 

y Elofsson (1981) reportaron que en los crustáceos decápodos la membrana 

basal es una barrera incompleta hacia la hemolinfa. Estos autores proponen que 

la porción celular de la membrana basal tiene como función el proporcionar 

nutrientes y regular el paso de las macromoléculas y de hormonas hacia las 

células de la retina. Debido a lo anterior se podría especular que la CHH 

producida por las células del OX podría traspasar esta barrera y entrar en las 

células tapetales para contribuir a diferentes funciones metabólicas relacionadas 
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con la sensibilidad del ojo. Otra hipótesis, más interesante es la posibilidad de 

que las células 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 el hecho de que recientemente se han demostrado diferentes locus 

de síntesis de esta hormona como el cordón ganglionar en H. americanus (De 

Kleijn et al., 1995; Reddy et al., 1997), el ganglio cerebroide, los ganglios 

torácicos y los órganos pericárdicos de C. maenas (Keller et al., 1985). 

Estudios previos en diferentes especies de acocil han demostrado una 

correlación entre los cambios cíclicos de la dinámica de secreción de las células 

productoras de CHH en el ex de la médula terminal y los niveles de glucosa en 

hemolinfa (Georges-Kallen y Voorter, 1985). Estos estudios indican que la 

acumulación de material peptidérgico en las células productoras de CHH en el 

acocil Astacus leptodactylus recibe un estímulo 2 h antes del apagado de la luz, 

de lo que resulta una transferencia de gránulos CHH a los axones del tracto ex­
GS. De acuerdo con estos autores los gránulos alcanzan la glándula sinusal 

después del inicio de la obscuridad, cuando sucede una liberación 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 sólo hay un pico de CHH en las células del ex 
acompañado por una ligera positividad de CHH en el tracto OX-GS a las 8:00 h, 

una hora después del encendido de la luz, después a las 15:00 h la positividad a 

CHH en el ex desaparece, pero el tracto OX-GS y la GS presentan un aumento 

en la inmunorreactividad a CHH (fig. 4 y 50), lo cual pOdría indicar que hay una 

transferencia de CHH a la GS, mas tarde a las 20:00 h, una hora después del 

inicio de la obscuridad, solamente se encuentra positividad a CHH en la GS con 

un decremento que va del 95.12 al 45.92%, lo cual sugiere que se está dando 

una liberación a la hemolinfa. Estos resultados coinciden también con los 
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reportes de Strolenberg et al. (1977) y con los de Kallen et al. (1990). Estos 

autores reportan hiperglicemia en Astacus leptodactylus después del apagado de 

la luz. Por otra parte hay una coincidencia entre los tiempos encontrados en 

nuestros resultados y los tiempos reportados para la síntesis y liberación de CHH 

en el acocil Orconectes /imosus (Ollivaux y Soyez, 2000). 

La colocalización de 5-HT en terminales nerviosas sobre neuronas 

inmunorreactivas a CHH en el OX, está de acuerdo con los trabajos de otros 

autores que han reportado resultados similares en diferentes especies de acocíl 

como Astacus leptodactylus. Eloffson (1983) y Sandeman et al. (1988) localizaron 

inmunorreactividad a 5-HT en somas y fibras de la médula terminalis, en dónde 

las células neurosecretoras del OX reciben sus entradas sinápticas (Andrew y 

Saleuddin, 1978; Andrew, 1983). Por otra parte, se ha demostrado que hay 

estructuras sinápticas serotonérgícas 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 inyección de 5-HT 

produce liberación de CHH en las terminales axónicas de la GS en varios 

crustáceos (Strolenberg y Van Herp, 1977; Martin, 1978; Kallen, 1988; Chi-Ying 

et al, 2000). Por lo anterior se podría postular, como lo han propuesto Gorgels­

Kallen y Meíj (1985) para Astacus, que la 5-HT puede inducir la transferencia de 

gránulos de la MT-OX a la GS via modulación sináptica en Procambarus por 

medio de mecanismos rítmicos diarios, en donde el estímulo de la 5-HT en la 

actividad sintética de la CHH, en el OX ocurre entre las 15:00 y 20:00 horas. 

Los resultados del ensayo hemolítico inverso refuerzan los experimentos 

de inmunorrectividad in situ, demostrando por primera vez que hay una 

subpoblación de células retinianas que al ser inmunorreactivas a CHH, secretan 

este péptido en el acocil P. clarkii. Por otra parte, sustentan experimentos 

anteriores que han demostrado la secreción 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), demostrándolo por primera vez en 

P. c/arkii. En este trabajo la regulación serotonérgica de la secreción de CHH, en 

las células disociadas del pedúnculo ocular, como lo demuestran los cambios en 

el área de la inmunoplaca, en el porcentaje y en el índíce de secreción de CHH 

en forma dosis dependiente a la concentración de 5-HT coincide con lo reportado 

por Tensen y colaboradores (1991). Estos autores proponen que la 5-HT está 

relacionada con la liberación de sustancias peptidérgicas de la GS en los 

crustáceos (CHH) y va acorde con lo reportado para el acocil Astacus 

/eptodacty/us, en el que la liberación de CHH del órgano-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 

c/arkii, en los cuales se ha demostrado que una hora después de haber inyectado 

5-HT en el acocil, la glucosa alcanza su máxima concentración 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 pedúnculo ocular (Fig. 12), aunque especulativo podría deberse 

a características cinéticas de la respuesta distintas en las dos estructuras 

estudiadas, lo que sugiere diferencias en las características de receptores a 

CHH, que como se señaló 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 señalar que el RHPA es una técnica que solamente se 

había realizado en cultivo celular de mamíferos, en particular en ratas. El haber 

podido llevar a cabo esta técnica en cultivos celulares de invertebrados, en 

particular en el acocil, permitirá realizar muchos otros experimentos para tratar de 

entender y dilucidar muchos otros aspectos de la biología y en particular de la 

neurofisiología de estos organismos. 
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9. CONCLUSIONES. 

Las técnicas de cuantificación de inmunorreactividad in situ permiten 

concluir: 

1.- La 5-HT y la CHH presentan cambios diarios en la cantidad de 

inmunorreactividad, en la retina y en el complejo XO-SG. 

2.- Los cambios colocalizados en la inmunorreactividad a la 5-HT y CHH 

encontrados en las estructuras marcapaso indican la expresión de ritmos 

diarios. 

3.- Los cambios temporales en 5-HT y CHH en las dos etapas del 

desarrollo sugieren que estos ritmos son de naturaleza circadiana. 

4.- La técnica de RHPA nos muestra que en la retina y el pedúnculo 

ocular existen células secretoras de CHH. 

5.- Los resultados encontrados con el RHPA, en los que se usaron 

varias concentraciones de 5-HT permiten concluir que la 5-HT modula la 

secreción de CHH. 

I 

6.- Por lo anterior podemos proponer que los estadios P02 y juvenil del 

acocil Procambarus clarkii, son marcadores de la maduración del sistema 

circadiano y que la 5-HT es un modulador de este sistema, función en la que 

probablemente también esté involucrada la CHH. Por lo tanto las hipótesis 

fueron confirmadas. 
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Surnmary r.L 
The present study invesligated changes in crustacean producing «lis. A stereo ogical analysis demonstrates that 

hyperglycaemic honnone (CHH) and serotonin (5- tbe P02 and juvenile stages show significant difTerenees in 
hydroxytryptamine. S-HT) irnmunoreactivity in the retina tbe amount oC tbe irnmunoreactive CHH and S-HT 
and tIte X-organfsinus gland complex (XQ-SG) oC the material at the tbree selected tiJm: points. indicatiDg daily 
crayfish Procambarus clarl:ii at two developmental stages. and reIated changes in tite levels oC enH and 5-fIT in the 
post-embryonic stage two (P02) and tbe juvenile stage, at XO-SG and the retina. Our lindings tbereCore support the 
three different times oC day, under a photoperlod cycle oC idea that daily rnytbms iD tbe secretory activity oC the xO-
12h:12h L:D, using qualitative and quantitalive SG complex afTect !he drcadian sensilivity or the eye. 
immunohistochemical methods. In the retina, CHH Furthermore, the differences round betw~n tbe P02 and 
immunoreactivity is located in the tapetal reUs, while 5-HT juvenile stages suggest tbat both CHH and 5-HT are key 
immunoreactivity is round in the retinuJar eelJs. In tbe XO- raetoI"S in the develapment or tbe circadian rhythm oC 
SG. CHH-imrnunoreactivity is locaIized to .l!t. tbe CHH- retma( sensilivity. 
produdng ceU perikarya and in their axons and endings in 
the sinus gland, while 5-HT immunoreaetivity Is restncted 
to :uon endings brnnehing into the perikarya or the CRR-

Introduetion 

h has been proposed mm serotonm (5-hydroxytryptanune, 
S-HT) is a elrcndlan modulato! of che Visual system of 
Invcrtebrates (Nadakavukaren et al, 1986) In Crostacca, 
par1leularly In adult crayfish (Procambaros clarki(J, the daJly 
secretiOns of dlfferent neurohonnones in the X-organ/slnus 
gland complex (XQ-SO) seem 10 affeet Ihe circadlan 
,~nsHlvlty of the eye (for a reVlew, see Aréehlga el al . 1993) 
lnlereslmgly, Kulkarm and Fmgemun (Kulkarnl and 
Fmgerman. 1992) have suggested that mere may be 
m!eraetiOns be!ween be!Wcen 5-HT, IIght and sorne 
neurohonnones, such as red plgment dlspersmg honnone and 
d.1Slal rctmal plgment Ilght·adaptmg hormone lbc cnJstaecan 
hyperglyc;l!mlc hormone (CHH) I~ a well-slUdled hormone 
symheslztd and released by the XO-SG (for a reVlew. see Van 
Hcrp. 1998). and elfeachan change.s In lIS s.ceretIOn !hat 
eorrelale wlm a clrcaruan blood glucose rhythm (Hamann. 
1974) have been reported In dlfferent specles of crayfish 
(Kallen et al., 1988) However, the role of thls hormone In che 
mechamsms undcrlymg me sen~lhvlty of me Clread¡an rhythm 
of the eye of Procamharu~ ciad,; have not ocen expfonod, .:md 
we ~tilllaek d.,1a on po~~lble IOtCr:lCtlOIIS ~¡ween CHH :lnd 
j·HT 

Key words, crusraccan. Procambarus clarkll. hypcrglycaemle 
hormone. serotomn, ernyfish. irnmunorcacuvlty, dcvelopment. 

Qne approach to mvesllgatmg thlS mteraCllolI IS an 
onlogenetle study of the daJly ehanges in levels of both 
hormones PreVIOUS dcvelopmental studlCS on vanous erayfish 
clfcadlan rhythms bave showo Iha! two partIcular ~tages of 
devdopment, Ihe seeond posl-embryomc s!age (P02) and the 
juvemle stage. are key stages LO thc final maturabon and 
e'pression 01' sever3.1 C¡fC3dJan rhythms. e g lhe 
electroretlnogram (ERG) elrcadlan rhylhm (Fanjul.Moles et 
3.1. 1987), the locomotor clrcadlan rhythm (for a revlew. see 
FanJul-Moles, 1998) and the 5-HT Clrcadlóln rhychm 
(Castaii6n-Cervantes el 3.1 . 1999) Changes LO Ihe parameters 
01 mese rhythms. such as penod, phasc and amphtude, occur 
bctween ¡he P02 and jllvemle slages and may be consldered 
a~ maturation markers of Ihe effcclors rcsponsible fOf the overt 
_rhythm and of Ihclr coupling 10 !he pacemaker~.ln Ihe case of 
the ERG rhythm, these effeetors ~ the pholoreeeptors m che 
eye. me senSlllV¡ty of wh¡ch dcpcnds on che neurohonnones 
rde.lScd from tlle XQ-SG (FanJul-Molcs et al, 1987) One of 
these neurohonnones could be CHH. almough ¡here ~ no 
reports 'ndlcJtmg lIS pre:.cnce m the eye~¡J!k of Proc"mb",Uf 
clarJ..¡¡ during ;:'iltogeny. However Gorgels·Kal!cn aod Mel) 
(Gorgds-Kallen .Uld MeIJ. 1985) have descnbed an merca", 10 
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me number of CHH-l1nmunopoSLUve cells in me XO-SG 
complex dunng post-larval deve!opment of Ihe crayfish 
ASlacus leptodactylus and an mcrease in haemolymph glucose 
concentration in adult crayfish after injeeliOn of an extraet of 
larval eyestalks. On Ihe basls of Ihese resules. fuese aulhors 
proposed that a hyperglycaemic factor 15 present iU !he eyestalk 
of Astacus leplodactyius IllUnediately after hatchmg, and that 
levels ofthis factor subsequently increase during development. 
Hence, me present study aimed to Investigare (i) whemer CHH 
and 5-HT are present in !he major struetures mvolved in me 
ERG circadian rhythm (the XO-SG complex and the retina) 
and (ti) whethertbe daJ.ly variauons in 5-lIT immunoreaetivlty. 
reponed elsewhere for !he reuna (EscanuUa-Oumal et al., 
1998), a1so occur in !he XO-SG complex and are related 10 

daily vanations 10 CHH i!llIIlunoreacuvity wiilin !he sarue 
structures. Differences between P02 andJuvenile crayfish may 
mdicate that CHH ami 5-HT are IDvolved in !he mecbanisIDS 
undedying !he ERG circadian rhythm. This study was 
perfonned in the two pcst-embryoruc stages COIlSldered as 
essential in the development of craytish, !he P02 and juveru!e 
mstars. It is betweeo tbese two stages tba! the maturation oí 
the overt circad.ían rhythms occurs 

Materials and methods 

Amma1s and experimental deslgn 

S'u-- Procambarus clarkii (24 anuna1s), bom and rmsed m out 
M~.laboratory from differenl mothers. were malnl:lmed under 

ldenucallight:dark cyc1es (L'D 12 h: 12h, hghts on at 07 00 h) 
and temperaNre (20-22 ·C). The arumals were separated Imo 
two developmental groups aecording 10 previous eritena 
(Fanjul-Moles, 1998)' 12 post-embryorue stage two IOStars 

(P02; 10-14 days old) and 12 JuveDlles (2 months old). Four 
SpeClnlCns of each group were selected al random at threc limes 
of day: 08 00, 15 00 and 20:ooh At eaeh tllne point. they were 
adapted 10 darkness for 30mlO and men anaesthetlzed on Ice. 
The optic Jobes were dissected and fixed in 10 % fonnaldehyde 
10 0.1 moll- I pbosphate buffer (PBS) for 12h. 

HislologlCal procedures 
The fixed matenal was rouunely treated and embedded m 

Paraplast Both eyestalks of each speClmen were sectlOned 
longlludmally (4 J.lm !hlck) wI!h a callbrated mlerotome Sena! 
seeuons were eoUeeled. mounted on gclaun-COaled glass ~hdes 
and rehydrated As a firsl 3pproach 10 \oeahzmg CHH and 5-
HT, one speelmcn of P02 and one of !he Juventlc st:lge pcr 
I1me potnt were proressed for Immunohts¡ochemlStry 
according to ¡he ABC method (Pricstley, 1997) usmg on'! 
eyestalk 10 y¡su¡¡]iw caeh anugen To [oca.h¿c CHH. seeuon$ 
were iT)(:ubated for 18h al 4 oC Wlth !he pomary anu\.t:rum. a 
rabblt polyc1onal anli-AsracuJ"-CHH scrom (Gorgds-Kal1cn 
and Van Hcrp, 198\) dliutoo 1'500 ID PBS. They were then 
nnsed 111 PBS, IDcubated Wlth a hlotmylatcd nnu·rabbu IgG for 
20mm. labellcd WI!h alkahnc pbospbata<>e/streptavldm 
~ub~trate eomplcJ( (B¡ogeneJ(). and finalIy nn~ed In PBS ::md 
~la\Oed Wllh Frua R .. -d and MayeT's hacrn.ltoxyhn 'nw 5·I-iT· 

1n1fl1UnOreacuve structures were vIsualized USlOg !he same 
ABC me!hod, bUI these Ussues were incubated in a polyclonal 
rabblt 5-lIT serum (1.80 dilutIOn) as descnbed elsewhere 
(Escamilla·Cbllnal et al., 1998) These procedures were 
performed slmultaneously in prurs of control tlssues withollt 
Ihe pnmary anubody The secuons were :nounted ID Vikel 
under glass coverslips. To localiz.e the lInmunoreactive 
matenal. !he eells and fibres of the rellna and XQ-SG were 
studied by llght microscopy 

To quanufy CHH and 5·HT mununoreaeuvilY, a double 
immunofiuorescence rechnique was app!ied to each eyestalk of 
!he rernmning 18 specunens. The sectiOns were Incubated fOr 
18 h at 4 QC in monoclonal mouse anti-5-1-IT serum (Dako, 
diluuon 1:10) and polycJonal rabblt ancl-Asracus-CHH serum 
(dt.lutlon 1.500). To visuaJ.¡ze me pnmary nnmunoreacuons, 
Ihe sections were incubated for 2min al 59"C and then for 6h 
in goat anti-mouse mc (Dako. diluuon 1.I0) and fOr 1 h ID 

goat anti-rabbit Texas Red (Rockland, 1.50) at room 
temperature. The slices were preserved wllh fiuorescent 
rnounung medium (Dako) The specificity of the 
Immunoreaction was tested using two memods: (i) control 
secuoos were treated m me sarue way, except mat!he pnmary 
antiserum was OULItted, and (ii) sections were treated by 
preadsorpuon of the 5-m anuserum Wlth an excess of 5-
lIT/ereatirune sulphate eomplex (Sigma; 500J.lgml-l) or by 
preaclsorpuon ofthe CHH antiserom Wlth a erude extraet ofthe 
SHlUS gland of P. clarlell (lClemhohz et al., 1967). 

Slereological 1T1lIlge anaiysis and qUClmrjicaJion 
One series ofat leasr thrce conseeuuve sections was selectco 

from each eyestalk of a11 the P02 stagc andjuvemle speclmens 
and exanuned for double lnununofluoreseence. 1ñe tiCSI 

seeuon was seleeted at random. and !he secon<:! and th¡rd 
seeuons were subsequently caken wl!h a samp!mg distance of 
five seetions between them. The Immunofluorescent double· 
labe!led sectiOns were studled Wlth a Nikon eplfluorescem 
mlcroseope (Labophol 2). Fromeacb hlstolog¡cal secuon. three 
vldco Im;¡ges of eaeh of the stroclures dcscnbed be!ow were 
captured. usmg the x40 obJcCtlve. and dig\Uzcd by means of a 
HumaInalsu. Argus 20 Image processor systcm. re!ayed to a 
PC vra a Buzz vIdeo capture sy~tem. caplurro wlth MGI VIUt!O 
Wavc software and further anaIyzed stereologlcally usmg , 
Sigma Scan Pro (Jandd. ycmon 3 <D Total rcunal arca was 
dlVlded lOtO the reglous shown III lhe ¡us<:t of FIg. lA .md 

descnbed elsewhere (Escarrulla·Chtmal <:t al • 1998). prQ¡amal 
(PR. basal mcmbranc and retma.! cells axons), medIal (MR, 
ta~laJ cells, !"Cunula¡- ceHs and rhabdomsl cr dIstal (DR, dlstal 
up of rhabdoms, cf)'slalhne eone edls and cone roots). Thesc 
!bree reglons oflhe retma. as wcll as Ihe Slnus gland,!he OX­
SG tract and the rnedulla tenrunahslX·orgm (MT·XQ) were 
asscssed on eoded eyestalk. W¡!h experimental condllJons 
unknown to!he observer The volume fracuon of grceo (5-HT) 
or red (CHH) fluore~ccnt mmtnal m eaeh of Ihc~ strocturcs 
was csttm:¡¡ed uslOg tbe pOlnt countmg technlque (Gunder~n 
d al . 19&&) Bndly.!he 10lal aJ"\!a of e¡¡ch o: me ~!ruC¡llle' w"-~ 
defined as !he reference ~pace wbere the bOUnd.1ne~ of ¡he 
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,) dIstal n:glOn. Rh. rhabdom (B) CompJnson 01 (he OmmalJdlJ 
"""~. typlc:l.l 01 pos!·cmbryonlC st;¡ge IWO (1'02) and JUVCIl!k cr~yti~h 

Nott ¡he elongJllOn O! ua: dlOplnc sy\wm .\fié! !.he lncrc.tse m SI]~ 
01 !.he maln rhabaom In JUV~nI!~s en. corn~J. ce. cry,ulhnc wnc. 
Dre. dl~t;¡1 plgm~nl cell. Re. r~unulJr ccll. Rh. rhahc.lom. Te. 
wp.::wl ccU. RPC. rcn~cun¡; plgmCn( ~ell. 13M. bJ.<.cmcnl 
m~mbrJ.ne, A~, rcunulnr cell axon (el Thc cyc'IJlk of .1 Juvcnllc 
crJyllsh R, rClmJ. I G, lammJ gJnghonJn" ME, medull.! extern.l. 
MI. m~dulla onl~mJ. MT. m~aullJ lCm""JI". $(;, "nu, ~IJnd: XO. 
X org.ln. XO-SG X.(If!'.an·~lnus gbnd Ir~Cl. S(i. "nu, ¡;bnd. OT, 
l'lptlC trael 

fluorescen! regiolls of IntereS! were outlmed, and the volurne 
fractIon (Vv) of S-HT and CHH lnunulloreactivlty for each 
struclUre was estimated accordlng to che mechad ofThompson 
(ThompsoD, 1930) usmg Ihe equatior!' 

l/v{Y,re!) '" !.p(Y,re!) = P(Yj{P{ref), 

where P(}') is Ihe Ilumber of polOts cootacting the phase of 
mterest, p(ref) IS che oumber of pomts ~!erence 
space, Lp is~and (Y.ref) is~ Pom! S"'a. 
counting is used to estimate areas, whieh are chemselves 
estima!ots of volurnes (Howard and Reed, 1998). lo che present 
study, Ihe volume fractIon expresses the relauve amoun! of 
CHH- or 5-HT-ÍllUnunoreactive matenaI io each of !he 
structures The criterion for se1ecting !he irnmunoreaeuvlty 
wgets was a mimmum ratio of background (black, O pixels) to 
green fluorescence (150puels) and red fluorescence 
(200pixeIs), The results were verified uslng a Nikon confoca1 
O1lcroscope (MRC 2100). Data are presented. as !he mean and 
Ihe standard deviation (s D.) oflhe immullofllloreseent volume 
fraetion, expressed as a percelltage. For stattstIcal analysis. 
analysis ofvariance (ANOVA) was followed by Scheffé post-
Me comparisons. 

Results 

Qualitat¡ve analysls 

Light microscopf;e localizauoo reveaIed tha! CHH dl ( 
immuooreactlvi!y was locallZed. not only m !he XQ-SG .../ 
complex but also in basally located tapetal cells of the retina 
(see PIe- 2)_ In both developmemal stages, tbe unmllOoposlttve 
CHH penkarya in the eyeslalk form a dis!mc! group tha! hes 
a! the latero-velltral Slde of che medulla ttmunalls (MT) The 
axons onginating from chese cells form an lnununoposltlve 
tract tha! mns up to the sillus gland (SG), where CHH 
ImmuooreaCUvlty IS observcd. ln!erestingly, ollly che c:lSa.lly 
loca!ed cells of!be retina showed CHH inununoreactIvity. TIlIs 
lmmuooreac!ion was speclfic because oOlle of cell populauoos 
gave a SlgnallO control mcubatIons Although no staUStlcal tes! 
was performed for aHs quahtauve hght ffilcroseopic pan of me 
study, wc dctcctoo dlffcrences In !he tolal areas OfSIt.L 
lmmunoreactlvl{y between the P02 andJuvemle groups In the 1Vt\ 
reulla and XO-SG complex and In me number of cclls In all 
th!! 5truClUres slUdled (no! shown) However. In me twO 

developrncntal st.1ges, !he gcneral organizatlOn of botb organs 
was smular. FIg. IB.C stlows a schemauc reprcscntatIon of a 
typlCal ommaudlum of me P02 stag!!, of a JuveOlk crayfish 
and of me SG-XO compkx in Ihe cyes!alk of the )u\eollc 
crayfish 

~ Thc loc:lt1ons of S-HT-lmmunoreaCtIve structure$ m P02 
and Juv!!Olle crayfish coofinned prevlOus reporlS (E~C.lmllla­
Chmm! et ::U. 1998) A posluve reacuon was prc~em not only 
In severa! elemenl~ 01' Ihe retIna. narncly In !he cryst.1.lltn~ cone 
and m the cytoplasm and axons of!.he rcunul:tr cells. blll al~o 
m tbc MT-XO, whcrc S-lIT cndlng~ proJcct tO ¡he ¡x:nphcry 
(lf the CHH penkarya In contrast, IDe SG dld nO! ~hOw \-HT 
lrnmunoreacuvny m cllher agc stagc or al :lny 'Jmplmg ume 
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The edenl of 5-HT fluorescence vaned accordmg 10 lhe mue 
of duy. 

Quamlllmve analvsn 

Volume fracllon (Vv) eSllmauon of green and red fluorescent 
material revealeO cychcd\fferences In Ihe amount ofCHH- and 
5-HT-immunoreactive rrtalenal In che structures of the IWO 

developmemal stages and m the relationship between Ihe two. 
depending on Ihe time of day. Figs 2A-F and 3A-F show 
confocalrrucrosoopic images of the capetal cells, reunular cell 
rocons aOO X-organ oí the P02 andjuvemle crayfish al 08:00. 
1500 and 20'OOh 

Flg 4 shows the cychc changes In lhe relauve amollnts of 
. 5-HT and eHH immunoreactivity in the reuna and XO-SG 

JII complex of P02 andJuvenile crayfisll)at the three t¡file points. 
Fig. 5 displays these data to provide a general overview. 

',{, 

1 'g 2 111..: r..:t"l.t . .l.n<.! X·org.1n1~,"(Il, gla.nd 
wmpl..:)(~ at .1 post·~mbryoo,,: :'l.ag..: two 
0'02) c·l'J.)f"h ,h"',,og da,ly chanr~' \n cn':'l.accan 
Ilyp.:rglycol<;m,c honn()n~ (CHH) (red) .lJ1d scrotomn 
(S-HT) (gn:cnJ ,ffimUnOreJctlV!ly (A) 08;OOh. 
rcunular ccll cyloplJ:>m (re) c)(pn:""ng 5-I-IT Note 
Ih ... 1 the rhJb<.loms (r) d,d 001 e)(prcs.~ 

,rnmunoreactlV!ly (B) 15.00h. Llpcw.l cclls (te) 
cxpre>-~Ing CHH (C) 2000h, lafl<:tal cdls (le) 
c)(pn::s-~ing CHH and n:11l1ular c.:11 axons (a) 
cxpn:ssing 5-HT. (O) Thc X-organ .11 0& 00 h (note 
lhe Jbscoce of ,mmunoreJCllV;ly) XO. X-organ. 
(el X·organ ~-eUs ()(o) al 1500 h apn:s,slllg CHH, 
wnh nervc tcnn,nal~ c,",prc ... "ng 5·HT. Thc ycUow 
SWln con:c,ponds 10 "te, whcn: CHH .1nd 5-HT co­
occur (f) X·organ cc1h (w) :11 20 ()() h apn:s.sing 
CHH. S,.11, hm. 19 ~~¡m 

Ré'lma 

In P02 cmyfish (see Ftgs ~. SAl. the stereological analysls 
revealed no staustlca! differences between 5-HT 
lITununoreacuvl!y In the rennular cells of Ihe nuddle pomons 
oflhe retina al 0800 and 15:00h (MRVv. 16.82 ~ and 1-l. 23 'té 
respectiveiyl. Posittve CHH immunoreacllvlty In lhe tapetal 
ceUs (MRVv. 1268%) and posiuve 5-HT lmmunoreacuvity m 
the crystalline cone (7.92'té of Ihe dIstal retina) were observed 
al 15 OOh At 20 OOh, S-HT mununoreaclivlly perslsted m !he 
cryslalline cone. accompanied by a peak In S-HT 
irnmunofluorescence in the retinular cell axons (PRVv, 
9171 %J. Al mis tIme pomt. mere was an almos! twofold r> 

Increase 10 tbe volume fiaction of eHH fluorescence in me -1 
medial retina, locahzed to the tapetal cells (28.17 'té) 

These values were reversed in juveniles (Flgs 4. 5B). A 
maximallevel ofCHH Irnmunofluorescence in tbe tapetal cells 
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of Ihe medial retma (Vv. 917%) was aecompanied by 
Intermediate values of S-HT mununofluoreseence In Ihe 
retinular cells axons (PRVv, 33.04%) and 51ight 5-HT 
immunoreactlVlty m Ihe crystal!me cone (DRVv. 149%) al 
08·OOh. Al 1500h. the amount of 5-HT-immunoreacllve 
material was hlgher m the crystalline cone (DRVv. 18 33 'k) and 

("..,.)"e-- was maximal in lhe cytop!asm and axORS of Ibe reunular cells 
, (MRVv, 75%). Al 20:00h, fluorescence was sull detectable In 

. the axons of the reunutar cells, 10 Ihe proximal retina, Ihe 
Í\ 1) relauve amount was greatly reduced (Vv, 18.53 %). Meanwhile, 
() l: -1 Ihe tapetal cells agaln showed ~ slight fluorescence in !he CHH~ 

Immunoreacuve cel! bodies (MRVv, 3.24% of medial retina). 

X-organ/SInUS gland comp1ex 
As shown In Flg. 4 and in Fig. se, P02 animals showed a 

maxlmal relauve amount of CHH immunoreaeovlty in !he SG 

! \g 3 Th~ ~y~~uJk of a Juvcm!c erayll~h ~howmg 
d,\\l) Lh,mgc'> \n "-'nllOnm (~-HT) ~nd crull.accan 
hypcrgly<.Jcm\L hormooc (eHH) ¡mmunon:~cIIV\ty. 
(A) Thc n:lmJ ~t 08 ()O h: Idpctal eclls (le) cxpresswg 
CHH ;llld rclmulJr ccH axon'ó (a) cxprCS'ólng 5·HT 
(\3) Th.: n:UM al 15 Q{) h. reunu!;¡r ce!! cylOpl= (1'1:) 
ano;! axons (~) npn:,-~mg S·HT, NOle \hat the 
rh.¡hd(lm~ (r) cxprc,-"-'d no ,mmunon:~~-UVll)' (e) 'Thc 
m\dd!c n:una al 20.00h. Ulpclal ccUs (IC) c~pn:ss\n~ 
eHH .lI1d n:unu!;¡r ce!! .!Xon.~ (a) cxpn:ssmg 5-HT 
(D) Thc X,ofgan (XI) al 08.00h: eHH cdb 
~xpres.",nf, ih~ hormonc ,¡re surroundcd by <!Xon 
!.:[IDlnal\ commmn,! S·¡lT·,mrnunon:~cuve malCnJ! 
(L.F) Th~ X-(lfg,tn al 15:00 (E) Jnd 20 Q{)b (H 
\hOWlnt lhe ah",ncc 01 ,rnrnum'lrc~chv,ty $ca!c bJI'. 
1<) ~I,m 

(Vv, 539<). a smaIl amOunt of CHH m Ihe XO-SG trael (V\. 

11 89 %) and no reaCllon al Ihe leve! 01 tb~ penkarya :u 
08 00 h. Levels In Ihe SG and XO-SG Irael decreased al 
15 OOh, when Ihe SG expressed only 27.7% and lbe XQ-SG 
traCt was CHH-immunonegallve. Al thlS ume of d;:¡y. ¡he XO 
was shghtly mununoposltLve (Vv. 1990/c) At 2000h, the 
average re1auve amoum of CHH was unchanged In Ihe,.{CO " 
(Vv, 2 18%), bul tlus was accompanu:d by higher level¡s of il 
CHH In the XO-SG traet (Vv, 1629%). ¡here was no CHH­
Immunoreachve matenal m Ihe SG. We found a small relam'e 
amount of 5-HT immullOreaetivity In the XO at 15 OOh (Vv. 
082%) and 20:00h (Vv. 0.51 'k), slmultaneou, wah CHH 
immunoreachvlty (ng. 2EY) 

The sltuation was reversed inJuvemks (see F¡gs -1.. 50). Al 
08:00h, CHH fluorescence in !he XO (Vv, 3.58 o/e) was 
accompanied by sorne fluorescence in !he XO-SG traet (Vv, 
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14.7 %) aoo no lnuuunorcacllvl1y In [he SG. RelJ.Uv~ ;m\Oun~ 
~ ~ 01 tluore~cencc In Ihe SG ;md XO-SG tr.lCl reachcd tn'UlmoJ 

\1"-1.\. vnlucs (Vv. 95 12 % aOO 83 36 %, rc\pccnvcly) al 15 00 h and 

dt!cl1:J.:.Cd :lg.l1O 10 45.9% :lnd 0%, respeclLvely, al 200011 

ConfocJ.l mJcro~copy demonstratCd 5-HT-immlJnorca~lJvc 
ílbrc~ (Vv. O 93 %) m lh~ XO only al 08 OOh (Flg. JO) 
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CHH immunoreactiv!ty in the basally locared tapetai cells and 
5-HT mununoreactivity lIT the reunular ceIls of the retma, (h) 
the presence of 5-lfT-mununoreactive nerve temunals 
branchmg lnto the CHH-immunoreactIve ce!ls of me MT-XO; 
and (m) CHH muuunoreactivity in the axons and terminals In 
the XO-SG trae! and the SG. StereolOglcal quantiñcanon ofthe 
lmrnulloftuorescent material in the respective regions in P02 
and Juven¡]e deve!opmental mstars demonstrated cyc!ic 
differences In the presence and denSlty ofimmunoreaCllV¡ty ror 
CHH and 5-1-ff, which e:<lubired rnaxima 12 h and 6 h out af 
phase, respectively. Altbough only three times oC day were 
exarnined, chis phenomenon may be an imhcatiOD of tbe 
involvement ofCHH and S-lIT in the mechanisms resp0tlSlbte 
of me maturallon of the ERG c¡rc¡¡¡jian rbythm. 

The amplitllde of me ERG oC juverule crayfish vanes in a 
circadian manner, reaching lIS highest values al nighl. 
However. during tbe early stages of development (POZl, tbe 
ERG sbows ultradian oscillations thal are superimposed on a 
circadian cycle. Wltb =mal values during!he day; ¡ e. al this 
stage, the crayfish behaves like a diurnal animal (Fanjul-Moles 
el al., 1987: FanJul-Moles, 1998). Casl2ñón-Cervantes el al. 
(Castañón-Cervant.es et al., 1999) demonstrated a clear 
unimodal citcadian rbythm foc 5-HT concenttallon in tbe .... 
eyestalk of P02 crayfish; mis rbyt!ífm became blmodal in d} ( 
Juveniles. When mese chythms were detenruned unde:r./ 
12h:lZh L:D cycles, !he Ill3Xlmal phase ofthe rbythm In the 
P02 stage was at 20 OOh; thejuverules showed a mruumum al 
04.00h and a second peak al lZ·O<l.h. The findmgs ofthis study 
were interpreted as cycuc changes ID the actlv¡ty of 
serolonerglc neurons in tbe brain related 10 tbe mOlor activily 
partems of croyfish and as a brain serotonerglc rnodlllallon of 
lhe XO-SG det.enrunmg the circwian rbythm of the ERG. The 
eyclic changes in 5-HT levels reporred bere confirm me aboye 
rcsults. Funhermore, in situ serotoncrglc struclures are 
revealed tbat may be mvolved m the express¡on of the oven 

F'g 5 O"~"'lew of \he dally ctunges m cruSlacean hypcrglycaemlc ERG cucadian rhytbm, showing quantitatlve differences 
h<llTl1one (CHH) and scrOlomn (5·lIT) ¡mmllnOreacll.VJly (Al Thc belween tbe P02 andJuvemle crayfish 1be rnalllratlOn oí these 
rellna of posl...::mbryomc 5UgC 1\\'0 (P02) crayfish, (8) the retma of struCtures could be involved ID !he physiological processes +ni !.h~ Juvcmlc SlJge (Cl me X.;)rg~landl=(lmple:<l,(XO-SG)lo[&s1 . 
!he P02 SLlgc. (D¡ !he xO-SG eompI~x of thc juvcmlc sug/: (O) 5- ¡ detenrumng che cOllphng bet",:een che pacemaker and the 
HT. le) CHH Thc dcnslty of me symbols reprcscnts !.he degree of effeClOrs of!he expresslon of !b¡S rbythm 

":l~ IITImUnOI~J~U"ly DR. dl~w.l rcunJ.. MR, medial reunJ. PRo Gorgels-Kallen and Van Herp (Gorgels-Kallen and Van 
"""" . prol\mJl n::un,¡ Herp, 1981) and Gorgels-KaI!en illld Mel) (Gorge!s-Kallen illld 

St.;:¡tJsucal anaIYSIS revealed $Iglllfieant dJfferences bctween 
thc arnounts of 5-lIT mmlUnOreaCtl\'lly a! Ihe lMee Ilffie pomts 
tn tbe dlffcrem structures of POZ (F=ISI9. P<OOI) and 
)Il\cnrle (F=249. P<O 05) crayfi~h illld between the amollnt'i of 
CHH-unmuIlorcacllve malcnal al the three tunc points ID P02 
(F=744. P<O,OS) and )uvelUle (F=1226, P<Q,05) crayfish 
The statlsucal comp.msons frOIn !he Scheff~ conlraSI les! are 
,hown In Flg 4 

D¡"cu"'~lon 

MCI), 1985) h:\Vc reportcd the presence of eHH 
inUnllrloreaellvlty uS1l1g hgbt and ftuorescence trucroscopy 111 
adult and post-larval crayfish (Astacus ieptodacryius) They 
descnbcd CHH ¡mmllnoreacllv¡IY JIl a group of neurosecrctory 
eeUs 111 lhe MT-XO, In fibres fonrung pan of the XO-SG traet 
and m Ihe axon cemunals rnakmg IIp the SG m !ha! crayfish 

,,¡;pcCles The present 5lUdy confirms thesc findmgs In anotber 
spceles of crayfish, Prrx:ambarus clarkli. dunng 
postembryomc development, However. ltus IS lbe first sludy 10 

our Knowledge thal reports me prescnee of CHH 
immunoreac!lvuy lrl acccssorycells ofthe retma. me rdleclm:; 
pigments cclls Thesc cells are somcumes referrcd to as 
sccondary pigmenl ceUs or lapcL1.I cclls and, 111 adult cra~b~h, 
they .lfe loca¡~-d In a s1rl¡:lc byc! arollnd Ihe ommalldw (RaO, 
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1985). Prcvious stud!es on crayfish deyelopmeot (Hafner el al , 
1982; EScarrJJlla-Chllnal et al, 1998) indicate Ihat these ceUs 
are neLtber clearly dlfferenliated nor located io the relIna before 
the P02 developmenta! stage However, in trus Instar, tbeu: 
localIon is similar 10 that in adults. There is moulllIng eVldence 
that reflectmg light is ooly ooe of the fuoctions oftapetal ce!!s 
and tbat plgment and retinular cell(s) are metabol!cally hnked, 
tbe former subservmg the latter (for a reYlew, see Merer­
Rochow, 1999). 

The relationship between the cyc1ic changes in S-HT and 
CHH mununofluorescence occurs al tbe same lIme of day lO 

the retinular ceU axons and the tapetal cells, but il1 tbe case 
of P02 crayfish this relationship occurs onIy at 20:00 
(Eg. SA) lbis findll1g loo us tú cooclude thal tblS 
phenomenon must be relaled to tbe maturation of the dally 
seositivtty cyc1e ofme eye. IotereslIngly, io the present work:, 
CHH imm.unoreaCllVIty in tbe tapeta! cells and in tbe MT-XQ 
of PQ2 and juyemle mstaIS occurs at!he same time of day. 
bUl 12 h out of phase (Pig. SC,D). Even tbough. lo our 
knowledge, there are 00 repons of oeural conunurucation 
between tbe retina accessory cells and the XQ-SG complex. 
a humoral conunumcation betweeo these structures is 
possíble. In decapod crustaeeans, me basement membrane 
seems to be an mcomplete barrier to ¡he baemolymph 
(Odselius and Elofsson, 1981). These aumors proposed that 
one functioo of the eellular port!on of the basement 
membrane is to satlsfy the nutriuonal and hormonal 
requirements of the aecessory cells of me retma Hence. Lt is 
posslble that CHH produced by tbe XQ and bypassiog tblS 
barrier eould eoter me tapeta! cells and serve a different 
metabohe funcuoo related to the eyc's sensltivlty. However, 
an alternative and most LntereslIng hypothesis should no! be 
exc!uded Jt is posslble that me tapetaI cells could be a 
supplerncntary locus for CHH syothetl:lLs. In spite of Ihe faet 
!hat me tapetal ee!!, arc oot considered to be neural cells m 
crayfish. as m o!hr..,- decapods. these eells musl emanate from 
the medial prol!íerauon lone where the ommalIdia, tbe 
1:mllna ganghooans and me medulla externa origmate. 
Dunog dlfferenu:\Uoo of the o=lIdla. the proximal group 
of eeHs. LO eootacl wlth lhe 1arruna ganghoIlans, glyes rlse 10 

seoso!)' cell, and the;: reflcelLng plgment (Elofssoo. 1969) 
New nenra1 aod paraneural sources of CHH :lpart from the 
cyeslal\.. neurosceretory tl~sues h:l.Ye rcccody beeo rcponed 
(Chang et :ll. 1999; Chung el al, 1999). llence. our 
propos¡(¡on scems plJus!ble and deserves further expcnmenlo; 
10 .,;¡hdate I! 

lo prevlOu$ ~tudLes 00 ¡¡ dlfrere.n! ~pecLe~ oí crayfish. a 
correlatlon was reported bctween the d::uly changes In ¡he 
secretory dyo::unlcs of me CHH.prodocmg cells LO tbe MT-XO 
JIId haemolymph glueosc levcls (Gorgels-Kallen and Voorter, 
1985). These studles md!catoo that the accumuhiILoo ot CHH 
J"Cptiderg'c matcnal In tbe CHH-produemr. cel!~ m adult 
A ~lacut lepr(}dacrylut IS ~¡lm\Llated 211. before the bcgmnmg of 
d:ukne~s. re~uhLIIg m ~ lransfer ofCHIl ¡:ranuleo¡ mto lhe axon~ 
01' the XO-SG lrnct Accordmg 10 the~~ autbor~, lhc~ granuk~ 
r~nch ¡he :\xon ¡crmLIwl~ "1 Ihe ~\Ou~ !~bnd aflCf thc on.,el nI 

darkness, when a strong release of CHH occurs ll1to me 
haemolymph. Although, in the present study, onIy three lImes 
of day were ex.amined, mere seems to be agreement between 
all tbe aboye data and our findmgs 111 Procambarus c/arkil 
juveniles. At tlus deve!opmental stage, tbe only peak of 
immunofluorescence in me CHH-produciog cells of the MT-
XQ, accompanied by slighl CHH immunoreacuYlty In !he XQ-
SO tract, was al 08'OOh, Ih afier Hghts-on MT-XQ CHH 
immunoreactivity subsequeoüy dlsappeared, but !he SO and 
the XO-SO traet showed thelr highest values of CHH 
IInmunoreactJ.vity (see Figs 4, 5D). mdicating a transfer of 
CHH 10 the SO tenninals. Later, at 20:00 h, 1 h after the ooset 
of darkness, the MT-XQ and the XQ-SO tractshowed no CHH 
!mrounoreactlVlty and immuDoreactivity in the SO deereased S' 
froro 95.5 to 45.92 %, suggeslIng the prevlously descnbed ~ 
release oC CHH mIO the baemolymph Serotonin-1ike!l"l.· 
l.IIllIlunoreactive somata and fibres have been localtred in the 
medulla terminalis (Eoffson. 1983; Sandeman et al .. 1988). 
where tbe X-organ neurosecretory cells Ieeeive thete synaptic 
mput (Aodrew and SaIeuddln, 1978; Andrew. 1983). In 
addllIon. ultrastrucruraI studies haye demonstrated 
serotonerglc synaplIC structures on the 3XQnaI ramifications of 
tbe CHH-producmg ce1ls m !he X-organ of cmyfish Astacus 
leplOdactylus (Van Herp and Kaileo, 1991). Furtheonore, 
physlologicaI expenments In which S-HT was lnJected 
produced a release of CHH from the SO axon terrnmals ll1 

seyeml species of crustaCean (Stroleoberg and Van Herp. 1977; 
Martin. 1978; Kallen, 1988). Henee. olle can postu\;:¡te. as 
already proposed by Gorgels-Kallen et al. (Gorgels-Kalleo et ~ 
al., 1985), that S-lIT may induce the IIansfer ofCHH granules Vl~ 
from tbe MT-XQ to !he SG v/a synaplic modulalion As 
summanzed 10 FIg, SC, the SG of!he P02 instar of P clarku 
has Its highest level of CHH munuooreaelIvity al 08'00 h, and 
tbLS IS folIowed by a subsequeot reduction in !he level at 
IS{)Q b, indlcatiog a release of CHH after the onset of 11gb! 
Morelvcr, the CHH and s-HT Lmmunoreactivily found Ln tbe 
XQ-MT suggests tbal the S-HT Slimulus to Ihe syothesls of 
CHH occurs during!he afternoon (bctween 15'00 and 20:00 h), 
1 e the sLtualloo IS reverSl.-d Wltb respect to tbat In Juverulcs 
(OS·OOh. Fig. 4). These findiogs may iodicatc a phasc reyer$.1.1 
dunng the maturatLoo of Ihe eHH rhytbm SU1l1br to tbat 
reported for the ERG and motor aCl.lylty rhylhms, and m 
comeldence wnh che crayfish ehangmg from dLurnal !O 

oocturnal behaviour The pre~eoL re$ults !'leed further 
phySlOlogical expcnments 10 elanfy the rok of CHH LO !he 
mecharusms responsLbk for the genes!$ of the ,~n~ll1vny 

rhy!hm of the crayfish eye 
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