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1. RESUMEN 

En este trabajo se investigaron los cambios circadianos en el contenido de 5-
hidroxitriptamina (Serotonina, 5-HT) durante el desarrollo del acocil Procambarus 
c1arkii, en dos estructuras propuestas como marcapaso: el ganglio cerebroide y los 
tallos oculares. Acociles (N=298) de tres estados de desarrollo fueron divididos en 
dos grupos: 1) Animales sincronizados a ciclos luz-oscuridad 12: 12 durante 10 días; 
2) animales sincronizados del mismo modo y enseguida expuestos a 72 h de 
iluminación continua tenue. Los animales de ambos grupos fueron sacrificados a 
diferentes horas del día y enseguida se extrajeron los tallos oculares y el cerebro de 
cada uno. En ambas estructuras se cuantificó el contenido de 5-HT por 
Cromatografia Liquida de Alto Desempeño (HPLC) con detección electroquímica. 
En todos los estados de desarrollo, el contenido de 5-HT (expresado por peso 
húmedo como flg g"1) mostró variaciones diarias en ambas estructuras analizadas. El 
contenido de 5-HT también fue expresado por estructura y en función del contenido 
de proteínas totales. Los ritmos detectados oscilaron libremente bajo condiciones 
constantes. En general, el contenido de 5-HT fue mayor en el cerebro (x ± EEM, 
0.655 ± 0.039 flg g.l) que en los tallos oculares (0.337 ± 0.021 flg g.I). Al avanzar el 
desarrollo, los resultados sugieren que variaciones ultradianas de 5-HT se 
encuentran sobrepuestas en un componente circadiano de baja amplitud que no fue 
fácilmente detectado. Se discute la relación entre el ritmo de 5-HT y los ritmos 
circadianos de sensibilidad visual y actividad locomotora. Existen cambios diarios 
en el contenido de proteinas totales que merecen ser estudiados. Se concluye que los 
ritmos de 5-HT observados son de naturaleza endógena, siendo la expresión de al 
menos, un oscilador o grupo de osciladores relacionado con el sistema serotonérgico 
que es funcional desde el segundo estado postembrionario. 
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ABSTRAeT 

The current study reports developmental eircadian changes in the canten! of 
5-hydroxytryptamine (Serotonin, 5-HT) in two structures proposed to contain 
pacemakers in crayfish Procambarus c/arkii: the cerebral ganglion and the 
eyestalks. Crayfish (N~298) from three developmental stages were divided into two 
groups: (1) animals entrained to 12 h :12 h light: dark cyc\es for 10 days; (2) animals 
entrained as described aboye, then exposed to 72 h of continuous dim light. Crayfish 
from both groups were sacrificed at different times of day, and the cerebral ganglion 
and the eyestalks of each were assayed for 5-HT by reversed-phase High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with c\ectrochemical detection. In all 
stages of development, 5-HT content (expressed as I'g g'l tissue wet mass) showed 
daily variations in both structures analyzed. The 5-HT content was also expressed 
per structore and per protein canten!. Rhythms continued to free-ron under constant 
iIIumination, and total 5-HT content was higher in the brain (x ± SEM, 0.655 ± 
0.039 I'g tI) than in the eyestalks (0.337 ± 0.021 I'g g.I). As deve\opment 
proceeded, results indicated that pulsatile variations in 5-HT content are 
superimposed in a very damped eircadian component not easily detected in this 
work. The relationship between the 5-HT rhythm and electroretinogram and mo!or 
activity rhythms during development is discussed. There are daily changes in protein 
content which deserve further studies. It is conc\uded that the rhythms of 5-HT 
content observed, emerge endogenously from the express ion of at least one 
pacemaker oscillator coupled to the serotonergic system, and functional from the 
second postembryonic stage. 
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11. ANTECEDENTES 

1. El reloj biológico: Una adaptación para medir el tiempo 

Los ritmos biológicos son la expresión de un sistema complejo de osciladores 
que interaccionan para proveer a los seres vivos de un medio eficaz para medir el 
tiempo. Este sistema, también conocido como reloj biológico, ha evolucionado en 
intima relación con los cambios diarios del ambiente en el que se ha desarrollado la 
vida en la Tierra. 

De entre los cambios diarios del ambiente, el ciclo luz-oscuridad (LO) es la 
principal referencia temporal con que el reloj biológico ajusta cotidianamente sus 
oscilaciones, las cuales son generadas endógenamente. De esta forma, el reloj 
biológico es capaz de mantener una adecuada correspondencia entre el tiempo de las 
fundones internas y el tiempo externo, fenómeno conocido como sincronización. 

Por lo anterior, es evidente que la función adaptativa del reloj biológico sólo 
puede entenderse a partir de su interacción cotidiana con los ciclos del ambiente; 
pues sin éstos, las oscilaciones circadianas (aquellas que completan un ciclo 
aproximadamente cada 24 h), no podrían asegurar que los diversos procesos 
fisiológicos ocurrieran en los tiempos más adecuados para el organismo. 

De lo anterior se deduce que la evolución de los ritmos circadianos tiene una 
importancia fundamental en la historia de la vida en la Tierra. La ritmicidad 
circadiana está presente a lo largo de toda la escala filogenética. Evidentemente, una 
caracteristica tan conservada es muy importante para la vida (Castañón-Cervantes, 
1996). Por lo tanto, la ritmicidad circadiana ha sido el campo de estudio preferido 
para investigar el funcionamiento del sistema biológico de medición de tiempo. Sin 
embargo, el conocimiento de los mecanismos que pudieran explicar cómo funciona 
el reloj biológico es todavía limitado. 

La cronobiología, es una disciplina relativamente reciente y ha sido muy 
dificil pasar de la simple descripción de fenómenos rítmicos a la estructuración de 
modelos que expliquen los mecanismos implicados en el funcionamiento de este 
sistema complejo de osciladores en permanente interacción con los ciclos del 
ambiente. 

Tradicionalmente, un estudio fisiológico que intenta abordar el problema del 
origen de las oscilaciones circadianas, intenta identificar estructuras específicas 
responsables de las oscilaciones en algún lugar dentro del organismo (Reinberg y 

5 



Cambios ritmícos de 5-HT durante el desarrollo del acocíl 

Smolensky, 1993). Estas estructuras, identificadas como el reloj, son capaces de 
generar las oscilaciones endógenas, transmitir las señales de tiempo a otras partes 
del organismo (función de marcapaso), y además, sincronizarlo con el ambiente 
(Aguilar-Roblero, 1993). Con esta aproximación, en los vertebrados por ejemplo, 
estructuras como la retina (Tosini y Menaker, 1998), el complejo pineal 
(Underwood, 1989, 1992; Tosini y Menaker, 1995; 1998) Y el núcleo 
supraquiasmático del hipotálamo (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972) 
han sido descritas como relojes biológicos independientes, capaces de generar 
ritmos circadianos en condiciones de aislamiento del resto del organismo y libres de 
señales temporales externas. 

La identificación de estas estructuras, ha comenzado a dar luz sobre los 
mecanismos que determinan el funcionamiento del reloj biológico. Sin embargo, 
para comprender mejor cómo funciona este sistema, es necesario complementar las 
aproximaciones experimentales anteriores. Esto es posible a través del estudio del 
desarroJlo de los sistemas circadianos, que como se dijo, son los sistemas más 
estudiados. Partiendo del conocimiento de las estructuras descritas como relojes 
circadianos, y a través del estudio del desarrollo de los sistemas donde estas 
estructuras funcionan, es posible investigar cómo el sistema biológico de medición 
de tiempo (varios osciladores) trabaja coordinadamente y cómo esta coordinación va 
evolucionando durante la ontogenia. 

2. Ontogenia de los sistemas circadianos en los invertebrados 

La ontogenia de los sistemas circadianos, se refiere al conjunto de procesos 
anatómicos, neurofisiológicos y neuroendocrinos implicados en el desarrollo y 
activación de estructuras y funciones que proveen al organismo de un sistema de 
organización temporal durante su ciclo vital. Incluye los medios por los cuales las 
partes del sistema surgen y se organizan, los mecanismos que guian esta emergencia, 
asi como las causas y efectos de la pérdida de organización con la edad (Davis, 
1981). Las distintas funciones de cualquier ser vivo se van organizando y 
manifestando a través del tiempo, es decir, todo el sistema biológico emerge y 
comienza a comunicarse poco a poco hasta alcanzar su grado de madurez, tanto en 
estructura como en función (Castañón-Cervantes, 1996). 

Para estudiar la forma en que surge una función ampliamente conservada 
como la ritmicidad circadiana, es importante elegir modelos biológicos que permitan 
abordar los problemas que buscan resolverse. Los invertebrados, son animales 
menos complejos estructuralmente, con sistemas nerviosos más pequeños y con 
menos neuronas que los vertebrados. En los invertebrados, también diversas 
estructuras como el ojo de Aplysia californica (Eskin, 1979), el cerebro de Limulus 
polyphemus (Barlow y Chamberlain, 1980), y el lóbulo óptico de Procambarus 
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clarkii (Sánchez y Fuentes-Pardo, 1977; Larimer y Smith, 1980), han sido 
caracterizadas Como posibles sitios de localización de relojes biológicos. Por lo 
tanto, estos animales representan una buena opción para la investigación de los 
mecanismos que van derivando en el funcionamiento coordinado del reloj biológico 
durante el desarrollo de un organismo. 

En el estudio de la ontogenia de los sistemas circadianos de los invertebrados, 
un aspecto importante se refiere a la relación entre la aparición de un ritmo y el 
desarrollo del oscilador que lo controla. En general, se ha comprobado que la 
capacidad del oscilador para generar ritmos, antecede a la capacidad de 
sincronización de éstos (Davis, 1981). Es durante el desarrollo, que las vías de 
acoplamiento entre las diferentes partes del sistema van madurando y entrando en 
contacto entre sí para funcionar finalmente de manera adecuada. Si aceptamos que el 
sistema circadiano cambia durante el desarrollo, cabe ahora preguntarse, ¿qué es lo 
que causa estos cambios?; ¿qué determina la estructura específica del sistema?; por 
ejemplo, ¿qué determina que como adulto, un animal sea diurno o nocturno? 
¿Podemos asumir que la organización temporal de un adulto es propiedad emergente 
de un sistema determínado genétícamente, o acaso, el ambíente también influye al 
darle forma? Al igual que ocurre con el desarrollo anatómico, es claro que ambas 
partes dan forma final al sistema, ya que hasta cierto punto, cambios en el ambiente 
pueden alterar el desarrollo de un reloj o marcapaso circadiano. Por ejemplo, en la 
cucaracha Leucophea maderae, la expresión de ritmicidad circadiana, no requiere 
exposición previa de los animales a ciclos LO de 24 h, sin embargo, si durante la 
etapa larvaria, el sistema es expuesto a ciclos LO diferentes de 24 h, el periodo del 
ritmo en oscilación espontánea dependerá de las condiciones de iluminación a las 
cuales haya estado expuesto durante el desarrollo (Page y Barret, 1989). 

En muchos animales, pero particularmente en los invertebrados, una 
característica importante es la adquisición de independencia locomotora 
prácticamente desde el momento del nacimiento. Debido a que es relativamente 
sencillo detectarla, esta conducta ha sido ampliamente investigada en el estudio del 
desarrollo de los sistemas cireadianos. En este sentido, se han descrito algunas 
características de la ontogenia del ritmo locomotor del grillo (Tomioka y Chiba, 
1982), la cucaracha (Page y Block, 1980; Page, 1990), el caracol (Blanc, 1993) y del 
acoci! (Fanjul-Moles el al., 1996; Miranda-Anaya el al., 1997; Fanjul-Moles el al., 
1998). Este último, ha sido un modelo tradicionalmente empleado en cronobiologia. 
En años recientes, dos ritmos circadianos en el acoci!: el de amplitud del 
clectrorretinograma y el de actividad locomotora, han sido objeto de amplias 
investigaciones tendientes a esclarecer el funcionamiento del sistema circadiano de 
este animal durante el desarrollo. Son precisamente éstos y otros estudios 
relacionados, los antecedentes más importantes de este trabajo. 
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3. Ontogenia de dos ritmos circadianos en el acocil 

Durante el desarrollo del acocil Procambarus clarkii, diferentes ritmos 
circadianos se expresan con diferente curso temporal. Los ritmos del 
elecJrorretinograma y actividad locomotora se manifiestan en diferentes etapas del 
desarrollo y algunos parámetros, por ejemplo, el período y las relaciones de fase que 
se establecen con los ciclos LO son muy diferentes entre ambos ritmos. Por lo tanto, 
es probable que estos dos ritmos con tiempos de maduración distintos, sean la 
expresión de relojes o marcapasos circadianos diferentes~ o bien, que el 
acoplamiento entre el oscilador y los elementos efectores de cada ritmo requiera de 
tiempos distintos para madurar (Castañón-Cervantes el al. 1999). Algunas de las 
investigaciones más recientes sobre la anta genia del ritmo circadiano del 
electrorretinograma y del ritmo locomotor (Escamilla-Chimal el al. 1998; Fanjul
Moles, 1998) han sugerido que el funcionamiento del oscilador o los osciladores 
subyacentes, podría ser modificado por la presencia de neurohormonas y/o 
neuromoduladores. 

4. Cambios en el ritmo de sensibilidad visual durante el desarrollo 

El ritmo circadiano de sensibilidad visual del acocil adulto se puede registrar 
mediante los cambios en la amplitud del electrorretinograma (Aréchiga y Wiersma, 
1969; Aréchiga y Fuentes, 1970). Durante la ontogenia, el electrorretinograma de P. 
c/arkii cambia. Durante las primeras semanas de edad (Fig. lA), los animales 
manifiestan un ritmo con frecuencia ultradiana con períodos de entre 15 minutos y 4 
horas. Al avanzar el desarrollo, y cerca de los 60 días de edad (Fig. lB), ya es 
evidente un ritmo manifiesto con características circadianas, aunque aún distinto al 
del un animal de aproximadamente 140 días de edad (Fig. I C), que presenta un 
rítmo circadiano típico de un animal de hábitos nocturnos (Fanjul-Moles el al. 
1987). 

En el adulto, los mecanismos neuroendocrinos que determinan la expresión 
del electrorretinograma son complejos (Aréchiga el al. 1993). Se ha propuesto que la 
secreción circadiana de diferentes neurohormonas podría afectar la sensibilidad del 
ojo a la luz (Aréchiga el al. 1990; Garfias el al. 1995). La amplitud del 
electrorretinograma de un animal adulto depende de las características fisiológicas 
de tres tipos de estructuras: 1) cambios en la ganancia de los fotorreceptores 
retinianos; 2) cambios en la posición del pigmento proximal; y 3) cambios en la 
posición del pigmento distal. El movimiento circadiano de estos pigmentos actuando 
como una pseudo pupila, modifica directamente la entrada de luz a los 
fotorreceptores, y por lo tanto, es esencial para determinar los cambios en la 
respuesta eléctrica del ojo. Se ha reportado que distintos neurotransmisores 
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procedentes del cerebro y/o del mismo tallo ocular, como la 5-hidroxitriptamina 
(serotonina, 5-HT) (Aréchiga el al. 1990) y la hormona concentradora de eritróforos 
(Gaus y Stieve, 1992; Garfias el al. 1995), modifican directamente la amplitud del 
clcctrorretinograma y favorecen el movimiento de los pigmentos retinianos 
accesorios. Lo anterior sugiere que la expresión tardia del ritmo de amplitud del 
clcctrorretinograma podría estar relacionada con la maduración del complejo órgano 
X - glándula sinusal. Está glándula se encuentra entre la medulla externa y 
terminallis del lóbulo óptico, y contiene fibras procedentes del cerebro (Fanjul
Moles el al. 1987; Fuentes-Pardo el al. 1992). Algunas de estas fibras contienen 5-
HT (Sandeman el al. 1990), y se ha sugerido que en los cambios observados durante 
el desarrollo del ritmo de sensibilidad visual, esta amina podría jugar un papel 
importante (Escamilla-Chimal el al. 1998). 
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Figura 1. Desarrollo del ritmo de amplitud del electrorretinograma durante la 
ontogenia del acocíl. El ritmo cambia de ultradiano a partir de la eclosión (A) a 
círcadiano en el juvenil de diferentes edades (B, e). La edad en días de cada animal se 
indica a la derecha de cada panel. Modificado de Fanjul-Moles et al 1987. 
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5. Cambios en el ritmo de actividad locomotora durante el desarrollo 

A partir de la adquisición de independencia locomotora, el acocil P. clarkii 
manifiesta un ritmo circadiano de actividad. Bajo condiciones de oscilación 
espontánea (aislado de señales externas de tiempo), este ritmo circadiano es 
unimodal, y se expresa desde el inicio de la ontogenia. Bajo condiciones de 
sincronización el ritmo locomotor es bimodal, manifestando un pico endógeno y uno 
exógeno, este último, aparece o no, dependiendo del grado de madurez del ojo del 
animal (Fanjul-Moles el al. 1996; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997; Fanjul
Moles el al. 1998). Probablemente el cambio más importante durante el desarrollo 
de este ritmo, es el aumento en la capacidad de sincronización. Aunque ésta se 
manifiesta desde la eclosión, los animales más jóvenes, tienen menor probabilidad 
de que este ritmo sea sincronizado por ciclos de luz (Fig. 2A), Y además, tienen 
menor probabilidad de expresar un ritmo locomotor evidente. Al avanzar el 
desarrollo aumenta la probabilidad de manifestación de ritmo circadiano y de 
sincronización del mismo a ciclos LO (Fig. 2B). Estos ciclos pueden ser tan 
asimétricos como por ejemplo, ciclos LO 20:4 (Fanjul-Moles el al. 1998). 

En el acocil adulto, y en estudios durante el desarrollo, la evidencia 
experimental ha sugerido que el posible reloj circadiano responsable del control del 
ritmo locomotor se encuentra en el protocerebro del ganglio cerebroide del animal 
(Barrera-Mera y Block, 1990; Fanjul-Moles, 1998). El papel de otras estructuras en 
este ritmo, como los tallos oculares, parece limitarse a la acción de alguna secreción 
o neurotransmisor que pudiera inhibir tónicamente la actividad de las extremidades 
ambulatorias, ya que la ablación de los tallos oculares ocasiona un incremento de la 
actividad locomotora, que no obstante, sigue manifestando un ritmo circadiano por 
varios días (Page y Larimer, 1976). Sin embargo, el control rítmico de la 
locomoción del acocil es mucho más complejo. Otras estructuras como los 
conectivos circunesofágicos (Gordon el al. 1977; Page y Larimer, 1975), los 
fotorreceptores del sexto ganglio de la cadena nerviosa ventral (Prosser, 1934; Page 
y Larimer, 1976) y los fotorreceptores extrarretinianos del ganglio cerebroide 
reportados en otra especie (Sandeman el al. 1990) parecen estar involucrados en 
diversos grados en el control de la actividad locomotora. Page y Larimer (1975) 
demostraron que al aislar los centros torácicos motores del cerebro por medio de la 
sección de los conectivos circunesofágicos, el ritmo locomotor de P. clarkii 
desaparece. Estos autores han propuesto que el posible reloj circadiano del ritmo de 
actividad se encuentra en el cerebro, y que se acoplaría a los centros locomotores 
torácicos a través de axones en los conectivos circunesofágicos. 

Los fotorreceptores circadianos y las vías de sincronización involucradas en 
la expresión rítmica del movimiento también han sido investigados extensamente en 
el acoci! adulto. Page y Larimer (1976), demostraron que los fotorreceptores que 
participan en la sincronización no están localizados en la retina, sino en el cerebro. 
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Además, estos autores han propuesto que los elementos neurosecretores del tallo 
ocular no son requeridos para la expresión del ritmo locomotor, pero podrían 
intervenir en la sincronización del ritmo por ciclos de luz (Page y Larimer, 1975). 

A B 
Días Días 

1a13~!!!!!!~!!;!;1a8 14a21~ 9a16 I l I I 

00:00 00:00 

Hora del día (h) Hora del día (h) 

Figura 2. Desarrollo del ritmo circadiano de actividad locomotora durante la ontogenia 
del acocil. Al Ritmo locomotor de un animal en el segundo estado postembrionario que 
es circadiano pero no sincroniza a un fotoperiodo esqueleto. B) Ritmo locomotor de un 
animal juvenil que sincroniza expresando dos componentes de actividad. Sólo uno de 
ellos endógeno, pues éste permanece en condiciones de oscilación espontánea 

(flechas). Modificado de Fanjul-Moles et ol1998. 

En los vertebrados, se ha demostrado la correlación entre el ritmo de 
actividad locomotora y cambios circadianos en los niveles de diversos 
neurotransmisores como la 5-HT (Redfem, 1996). En este caso, la 5-HT no es causa 
de estos cambios circadianos, sino solamente un elemento del sistema capaz de 
afectar la fase y periodo de estos ritmos. En los invertebrados, y particularmente en 
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el acocil, es probable que estructuras del tallo ocular y ganglio cerebroide, en donde 
neuronas serotonérgicas han sido identificadas en diversos crustáceos (Sandeman et 
al. 1988; Aréchiga e/ al. 1990; Benton e/ al. 1997; Rodríguez-Sosa et al. 1997), 
estén involucradas de forma similar en la expresión temporal de la actividad 
locomotora y que éste sea un factor que afecte el curso temporal de su 
sincronización durante el desarrollo (Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997; Fanjul
Moles, 1998). 

6. Identificación de neuronas serotonérgicas en el acocil 

La 5-HT es una amina biogénica que ha sido identificada como 
neurohormona y neurotransmisor de gran variedad de funciones en diversas 
estructuras del sistema nervioso de los crustáceos (Fingerman, e/ al. 1974; 
Fingerman y Fingerman, 1977, Aréchiga e/ al. 1990; Fingerrnan y Nagabhushanam, 
1992; Kulkami y Fingerman, 1992; Rodríguez-Sosa e/ al. 1997). 

El desarrollo ontogenético del grupo de neuronas serotonérgicas identificadas 
en el cerebro de Cherax destructor ha sido ampliamente investigado (Sandeman y 
Sandeman, 1990; Helluy e/ al. 1993). Por otro lado, en P. clarkii, mucha de la 
información sobre el sistema serotonérgico del tallo ocular y cerebro se refiere al 
animal adulto. 

Por ejemplo, en el acocil australiano C. destructor (Helluy el al. 1993), Y en 
P. c/arkii (Escamilla-Chimal el al. 1998; Fanjul-Moles, 1998), el desarrollo 
postembrionario del animal, estudiado en condiciones de laboratorio, es corto o 
directo y pasa a través de dos estados postembrionarios (PO 1 Y P02), durante los 
cuales, los animales se alimentan de restos de vitelo y permanecen adheridos a la 
madre. Después de la segunda muda postembríonaria, emerge el juvenil, 
sexualmente inmaduro, conocido como estado AD 1, el cual se alimenta en el fondo 
del estanque y se mantiene protegido por la madre. Es hasta la tercer muda 
postembrionaria, que el animal adquiere total independencia locomotora. Durante 
este proceso anta genético la 5-HT parece jugar un papel muy importante como 
modulador del desarrollo. Particularmente, en el cerebro de algunos crustáceos como 
la langosta, se han identificado en el deutocerebro neuronas dorsales gigantes 
(NDG) que sintetizan y liberan grandes cantidades de esta amina, modulando el 
desarrollo de otra serie importante de estructuras cerebrales (Benton e/ al. 1997). 

Cuando se ha llevado a cabo aproximadamente el 72% (entre 4 y 5 semanas) 
del desarrollo embríonario de C. destructor, técnicas inmunocitoquímicas revelan 
por primera vez, la presencia de 5-HT en neuronas dorsales gigantes del 
deutocerebro, lóbulos olfatorios y accesorios, protocerebro medio, tritocerebro, 
ganglios circunesofágicos y subesofágicos (Helluy e/ al. 1993). En P. clarkii, 
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estructuras homólogas, que han sido propuestas como posibles relojes eireadianos y 
que al parecer tienen un desarrollo ontogenético similar, podrían ser importantes 
para entender los cambios en la expresión temporal de los ritmos cireadianos del 
electrorretinograma y locomotor. 

Por ejemplo, en P. clarkii se ha descrito la presencia de fibras nerviosas 
serotonérgicas que se dirigen hacia la retina, haciendo contacto con los 
fotorreeeptores (Aréchiga el al. 1990). Algunas de estas fibras se dirigen también al 
conjunto de células neurosecretoras del complejo órgano x - glándula sinusal, donde 
la 5-HT podría modular la expresión de varias funciones (Rodríguez-Sosa e/ al. 
1997). Recientemente, se ha reportado que desde los primeros estados 
postembrionarios en P. clarkii, células de la retina manifiestan la existencia de 
inmunorreactividad a 5-HT (Escamilla-Chimal el al. 1998). Estos autores pudieron 
identificar la presencia de células inmunopositivas a la enzima de síntesis de la 5-
HT, triptofano hidroxilasa, lo que indica que la síntesis de esta amina ocurre en la 
retina desde el inicio del desarrollo. Toda la evidencia experimental señalada 
anteriormente, sugiere que en P. clarkii la 5-HT está de alguna forma involucrada en 
la expresión de diversos ritmos circadianos. Sin embargo, aún no es del todo claro 
cuál es su papel y cómo cambia durante el desarrollo. 

7. El papel de la serotonina en la expresión de ritmos cimadianos 

La 5-HT ha sido involucrada en los cambios rítmicos de coloración, el 
movimiento circadiano de pigmentos retinianos, el control de los niveles de glucosa 
en la hemolinfa, la modulación del desarrollo ontogenético, la ·expresión de la 
actividad locomotora, etcétera; y por lo tanto, es objeto de amplias investigaciones. 

En este sentido, la 5-HT ha sido propuesta como un modulador del 
movimiento del pigmento proximal durante la adaptación del ojo a la oscuridad 
(Aréchiga el al. 1990). Además, se ha sugerido que la 5-HT induce la liberación de 
varias neurohorrnonas, como la hormona hiperglicémica en el acocil Oreonee/es 
limosus (Keller y Beyer, 1968); las hormonas dispersoras de los pigmentos rojo y 
negro en el cangrejo Vea pugilalor (Fingerman y Nagabhushanam, 1992) y la 
hormona estimulante de las gonadas en P. clarku (Sarojini el al. 1995). La 5-HT 
involucrada en éstas y otras funciones rítmicas podría ser sintetizada en las neuronas 
serotonérgieas localizadas en el tallo ocular (Aréchiga el al. 1990; Rodríguez-Sosa 
el al. 1997; Escamilla-Chimal e/ al. 1998), o bien, en el cerebro (Sandeman y 
Sandeman, 1990). 

Se ha identificado y cuantificado 5-HT en estructuras consideradas como 
posibles relojes circadianos en el sistema nervioso de crustáceos. Fingerman el al. 
(1974) cuantificaron niveles de entre 7.38 y 7.63 llg de 5-HT por g de peso húmedo 
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en los tallos oculares y de entre 2.77 y 3.38 ¡tg g"1 en el cerebro del cangrejo Uca 
pugilator. En esta misma especie, Fingerman y Fingerman (1977), determinaron que 
el contenido de 5-HT en el tallo ocular varía siguiendo un patrón circadiano, donde 
los niveles máximos se encuentran durante la noche y los mínimos durante el día. 

Particularmente en diferentes especies de acocil, la 5-HT también se ha 
identificado como neurotransmisor, y su contenido, se ha cuantificado en varias 
estructuras. Eloffson et al. (1982), determinaron los niveles de esta amina en 
diferentes regiones del sistema nervioso central de Pacifastacus leniusculus con 
concentraciones entre 0.1 y 0.7 ¡tg g.l. Posteriormente, Kulkarni y Fingerman 
(1992), empleando HPLC con detección electroquímica, determinaron niveles de 5-
HT de entre 0.054 y 0.168 ¡tg gol en diversas regiones del sistema nervioso de P. 
c/arkii. Estos investigadores describieron el mayor contenido de 5-HT en el cerebro, 
seguido en orden decreciente por los ganglios torácicos, el ganglio subesofágico, 
tallos oculares y cordón nervioso ventraL En este trabajo también se reportan 
incrementos significativos en los niveles de 5-HT cuando los animales fueron 
expuestos a tres días de luz continua en un entomo color blanco. Finalmente, 
Rodriguez-Sosa el al. (1997), cuantificaron el contenido de 5-HT en los diferentes 
neuropilos del tallo ocular del acocil adulto P. clarkii e identificaron fibras 
serotonérgicas que se dirigen hacia las células neurosecretoras del órgano x, 
proponiendo que esta amina pueda jugar un papel importante como neurohormona y 
neuromodulador de una multiplicidad de funciones. 

Como se mencionó, el curso temporal de los ritmos del electrorretinograma y 
locomotor de P. c/arkii es diferente. Sin embargo, en ambos casos, se ha sugerido 
que la 5-HT, podría modificar la expresión temporal de estos ritmos, ya que, como 
se ha visto modula la función de algunas estructuras directamente involucradas en 
éstos. Por ejemplo, se mencionó que el movimiento rítmico de los pigmentos 
retinianos accesorios, es muy importante para la expresión del ritmo del 
electrorretinograma (Fig. 3). El movimiento del pigmento proximal es disparado 
como una respuesta directa de fotorreceptores retinianos a la luz y a la oscuridad. 
Tanto en animales adultos integros, como en tallo ocular aislado, se ha visto que la 
5-HT aumenta la amplitud del electrorretinograma en animales o tallos oculares 
previamente adaptados a la luz y al mismo tiempo, favorece la retracción del 
pigmento proximal a su posición de adaptación a la oscuridad, sin tener ningún 
efecto sobre la posición del pigmento distal (Aréchiga el al. 1990). 
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Figura 3. Contribución de los pigmentos retinianos al eleetrorretinograma (ERG) del 
acocil adulto. La barra superior blanco-negro representa el ciclo luz-oscuridad. En la 
fase diurna, el pigmentos proximal (pp) y distal (pd) se dispersa, blinda de la luz a los 
fotorreeeptores y el ERG cae. En la fase nocturna, ambos pigmentos se retraen, la 
captura de fotones por los fotorreeeptores aumenta y el ERG sube. Pigmento 
reflector (pr), célula retinular (er), córnea (ca), membrana basal (mb), axón (ax). 
Modificado de Garfias et al. 1995. 

Los movimientos circadianos del pigmento distal parecen ser el resultado de 
reflejos neuroendocrinos. El primer reflejo, es disparado por la luz, actuando a 
través de fotorreceptores extrarretinianos que resulta en la liberación de un 
neuropéptido, la hormona dispersora del pigmento distal, cuya acción tiene como 
consecuencia la adaptación del ojo a la luz. El segundo reflejo sería disparado por la 
oscuridad, mediado por la liberación de otro neuropéptido, la hormona 
concentradora de erítróforos, que favorece la retracción del pigmento distal, y por lo 
tanto, la adaptación del ojo a la oscuridad. Al igual que la 5-HT en la regulación del 
movimiento del pigmento proximal, la hormona concentradora de eritróforos parece 
actuar en la modulación de la sensibilidad de la retina en la fase nocturna del 
electrorretinograma. Recientemente se ha demostrado que este péptido muestra un 
ritmo circadiano en tallo ocular aislado (Rodríguez-Sosa el al. 1994) mediante el 
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cual ejerce una acción moduladora en la sensibilidad de los fotorreceptores y en la 
retracción de los gránulos del pigmento distal (Garfias el al. 1995). 

Además de un posible papel en la génesis de ritmos circadianos, la 5-HT 
podría participar en los mecanismos de sincronización. Por ejemplo, se ha sugerido 
que los marcapasos del ritmo de amplitud del electrorretinograma podrian ser de dos 
tipos: el lóbulo óptico del tallo ocular para la sincronización unilateral y el ganglio 
cerebroide para la sincronización bilateral (Aréchiga el al. 1993). Puesto que los 
tallos oculares están conectados al ganglio cerebroide a través del nervio óptico, una 
serie de experimentos de ablación y corte (Barrera-Mera, 1976; Larimer y Smith, 
1980), parecen apoyar la hipótesis de que la supresión de la acción del ganglio 
cerebroide destruye el componente del ritmo del electrorretinograma dependiente 
del pigmento distal, mientras se preservan los componentes del ritmo del pigmento 
proximal y de los fotorreceptores retinianos. Estos elementos son capaces de 
mantener sus propias señales circadianas, aunque haya un cambio de periodo y la 
oscilación sea de menor amplitud, es decir, parece persistir el marcapaso del lóbulo 
óptico en condiciones in vitro (Sánchez y Fuentes-Pardo, 1977), pero se requiere de 
la acción integradora y sincronizadora bilateral del ganglio cerebroide para mantener 
sincronía entre ambos ojos. 

Se han sugerido dos posibles vias de sincronizaclOn bilateral: una vía 
hormonal que posiblemente exista en el animal adulto intacto, puesto que los dos 
pigmentos accesorios señalados anteriormente responden a agentes hormonales 
(Aréchiga et al. 1993), y una vía neural, la cual se evidencia por la presencia de 
fibras que corren a través del nervio óptico a la retina y hacen contacto con los 
axOnes de los fotorreceptores retinianos. Algunos de estos axones contienen 5-HT 
(Aréchiga et al. 1990). Además, se ha reportado la presencia de 5-HT y de su 
enzima de síntesis, triptofano hidroxilasa en células de la retina de P. clarkü 
(Escarnilla-Chimal el al. 1998). Estas evidencias sugieren que la 5-HT podria estar 
involucrada como neurohormona y además como neurotransmisor de esta vía. 

Las estructuras y neuronas serotonérgicas ya identi ficadas en P. clarkü y en 
otra especie (Sandeman y Sandeman, 1990) podrían estar involucradas también en el 
curso temporal de la expresión del ritmo circadiano de actividad locomotora. Se 
conoce la participación de fotorreceptores extrarretinianos que pudieran ser también, 
fotorreceptores circadianos, en la expresión de diversas respuestas locomotoras. La 
evidencia experimental más reciente sugiere que en los mecanismos de origen y 
sincronización del ritmo locomotor durante la ontogenia de P. clarkü, están 
involucrados fotorreceptores extrarretinianos (Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 
1997; Fanjul-Moles el al. 1998; Fanjul-Moles, 1998). Los fotorreceptores 
extrarretinianos en el cerebro del acocil C. destructor que no se han localizado en P. 
clarkii podrían ser, fotorreceptores circadianos. Como se señaló, en regiones 
identificadas del protocerebro, se encuentran grandes neuronas serotonérgicas que 
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juegan un papel muy importante como moduladores durante el desarrollo (Benton el 
al. 1997). En P. clarkii, una serie de experimentos con lesiones electrolíticas sobre 
las regiones del cerebro donde podrian encontrarse estos posibles fotorreceptores 
circadianos (Fig. 4), ocasionaron cambios en la expresión del ritmo locomotor así 
como su abolición en animales juveniles (Fanjul-Moles, 1998). Por lo tanto, es 
probable que los mecanismos de sincronización del ritmo locomotor, o simplemente, 
los mecanismos de generaeión de patrones rítmicos de movimiento en P. c/arkii 
estén regulados por la acción de neuronas serotonérgicas similares, o bien, por 
posibles fotorreceptores eircadianos cxtrarretinianos presentes en el protocerebro 

nma 250 IJm 

Figura 4. Representación del ganglio 
cerebroide (cerebro) del acocil adulto. 
Lesiones electrolíticas en díversas 
regiones del cerebro (principalmente 
cercanas al ppc), ocasionaron cambios 
en la expresión del ritmo locomotor y 
en algunos casos, la abolición del ritmo 
en animales juveniles, Puente 
protocerebral (ppc), lóbulo accesorio 
(la), lóbulo olfatorio (lo), neuropilo 
antenal (na), neuropilo medio antenular 
(nma), comiSura deutocerebral (cd). 
Modificado de Sandeman et al 1988. 
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111. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

De lo mencionado anteriormente, puede inferirse que el curso temporal 
distinto de estos ritmos eircadianos (amplitud del clectrorretinograma y actividad 
locomotora), tanto en su génesis, como en las características de sincronización, 
evidencia la expresión de al menos dos posibles relojes circadianos con diferentes 
tiempos de maduración (Fanjul-Moles, 1996), o bien, que las discrepancias 
temporales reportadas son consecuencia de tiempos de maduración distintos entre un 
sólo reloj y las vías de acoplamiento entre los diversos ritmos. 

El ritmo de sensibilidad visual de P. clarkii surge gradualmente como un 
ritmo uUradiano con mayor sensibilidad a la luz durante el día, que cambia durante 
la ontogenia para volverse circadiano y con mayor sensibilidad a la luz durante la 
noche (Fanjul-Moles el al. 1987). En contraste, el ritmo de actividad locomotora se 
manifiesta como un ritmo eircadiano desde la eclosión del animal (Fanjul-Moles el 
al, 1998), pero su capacidad de sincronización a ciclos LO parece madurar durante 
el desarrollo. 

Existen regiones inmunorreactivas a 5-HT tanto en el cerebro (Sandeman y 
Sandeman, 1990, 1994, 1998) como en el tallo ocular de P. clarkii (Aréchiga el al. 
1990; Rodríguez-Sosa el al. 1997; Escamilla-Chimal el al. 1998), dos de las 
estructuras propuestas como posibles relojes eircadianos de los ritmos del 
electrorretinograma y locomotor. Adicionalmente, un trabajo anterior de nuestro 
laboratorio (Escamilla-Chimal el al. 1998), describió cambios rítmicos durante el 
desarrollo en la inmunorreactividad a la 5-HT en la retina y en algunas estructuras 
del cerebro (no reportado). Estos cambios se presentaron a diferente hora del dia en 
el cerebro y el tallo ocular, coincidiendo aparentemente, con los cambios temporales 
en la génesis del ritmo del electrorretinograma reportados anteriormente (Fanjul
Moles el al. 1987). Además, estos cambios podrían estar relacionados con las 
varíaciones reportadas durante el desarrollo en la sincronízación del ritmo locomotor 
(Fanjul-Moles el al. 98), ya que lesiones electrolíticas sobre estructuras que 
probablemente contienen fotorreceptores extrarretinianos eircadianos y vías 
serotonérgicas involucradas en la sincronización del ritmo locomotor, modifican 
fuertemente su expresión y capacidad de sincronizaeión. 

Con las evidencias anteriores se ha propuesto que la sincronización interna de 
los posibles relojes del tallo ocular y cerebro, sea mediada por alguna de las 
neurohormonas o neurotransmisores presentes en estas estructuras. Se ha 
comprobado experimentalmente que la 5-HT participa directamente en la 
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modulación de algunos de los ritmos eircadianos posiblemente generados en estas 
estructuras (Aréchiga, el al. 19990). Por lo tanto, un ritmo endógeno de 5-HT podría 
ayudar a entender algunos de los cambios descritos durante la ontogenia de ambos 
ritmos circadianos y podria al mismo tiempo, dar información sobre el papel de esta 
amina en el acoplamiento entre los dos posibles relojes circadianos de este sistema. 

IV. HIPÓTESIS 

En P. clarkii, los ritmos eircadianos de amplitud del electrorretinograma y 
actividad locomotora son modulados, entre otros factores por la acción circadiana de 
diferentes neurotransmisores y neuropéptidos. Ambos ritmos presentan cambios 
durante el desarrollo previamente reportados, que pudieran ser similares a 
variaciones rítmicas en el contenido de 5-HT durante el desarrollo en los posibles 
relojes eircadianos del organismo. 

La evidencia experimental existente, sugiere que durante el desarrollo de P. 
clarkii, el acoplamiento de los posibles relojes circadianos se lleva a cabo por la 
acción sincronizadora y cíclica de algún neurotransmisor o neurohormona. Si 
existen variaciones rítmicas durante el desarrollo de un probable ritmo circadiano de 
5-HT en el cerebro y los tallos oculares, estos cambios pueden arrojar información 
preliminar sobre el posible papel de esta amina durante el desarrollo como acoplador 
de estas estructuras. 

V. OBJETIVOS 

l. Cuantificar las variaciones diarias en el contenido de 5-HT en los tallos oculares 
y el cerebro de P. c/arkii en el animal adulto y durante el desarrollo (estado 
postembrionario 2 y juvenil) bajo ciclos LO 12:12 e iluminaeión continua. 

2. Describir la dinámica temporal del contenido de 5-HT del cerebro y tallos 
oculares durante el desarrollo y describir si ésta presenta cambios similares a los 
reportados durante la ontogenia de los ritmos descritos en los antecedentes. 

3. Analizar si las posibles variaeiones rítmicas en las estructuras estudiadas pueden 
dar información acerca del papel de la 5-HT como acoplador de estos posibles 
relojes circadianos. 
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modulación de algunos de los ritmos eircadianos posiblemente generados en estas 
estructuras (Aréchiga, el al. 19990). Por lo tanto, un ritmo endógeno de 5-HT podría 
ayudar a entender algunos de los cambios descritos durante la ontogenia de ambos 
ritmos eircadianos y podría al mismo tiempo, dar información sobre el papel de esta 
amina en el acoplamiento entre los dos posibles relojes eircadianos de este sistema. 

IV. HIPÓTESIS 

En P. clarkii, los ritmos circadianos de amplitud del electrorretinograma y 
actividad locomotora son modulados, entre otros factores por la acción circadiana de 
diferentes neurotransmisores y neuropéptidos. Ambos ritmos presentan cambios 
durante el desarrollo previamente reportados, que pudieran ser similares a 
variaciones ritmicas en el contenido de 5-HT durante el desarrollo en los posibles 
relojes circadianos del organismo. 

La evidencia experimental existente, sugiere que durante el desarrollo de P. 
clarkii, el acoplamiento de los posibles relojes circadianos se lleva a cabo por la 
acción sincronizadora y cíclica de algún neurotransmisor o neurohormona. Si 
existen variaciones rítmicas durante el desarrollo de un probable ritmo circadiano de 
5-HT en el cerebro y los tallos oculares, estos cambios pueden arrojar información 
preliminar sobre el posible papel de esta amina durante el desarrollo como acoplador 
de estas estructuras. 

V. OBJETIVOS 

1. Cuantificar las variaciones diarias en el contenido de 5-HT en los tallos oculares 
y el cerebro de P. clarkii en el animal adulto y durante el desarrollo (estado 
postembrionario 2 y juvenil) bajo ciclos LO 12:12 e iluminación continua. 

2. Describir la dinámica temporal del contenido de 5-HT del cerebro y tallos 
oculares durante el desarrollo y describir si ésta presenta cambios similares a los 
reportados durante la ontogenia de los ritmos descritos en los antecedentes. 

3. Analizar si las posibles variaciones ritmicas en las estructuras estudiadas pueden 
dar información acerca del papel de la 5-HT como acoplador de estos posibles 
relojes circadianos. 
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modulación de algunos de los ritmos cireadianos posiblemente generados en estas 
eslructuras (Aréehiga, el al. 19990). Por lo lanto, un ritmo endógeno de 5-HT podria 
ayudar a entender algunos de los cambios descritos durante la ontogenia de ambos 
ritmos circadianos y podría al mismo tiempo, dar información sobre el papel de esta 
amina en el acoplamiento entre los dos posibles relojes circadianos de este sistema. 

IV. HIPÓTESIS 

En P. clarkii, los ritmos circadianos de amplitud del electrorretinograma y 
actividad locomotora son modulados, entre otros factores por la acción circadiana de 
diferentes neurotransmisores y neuropéptidos. Ambos ritmos presentan cambios 
durante el desarrollo previamente reportados, que pudieran ser similares a 
variaciones rítmicas en el contenido de 5-HT durante el desarrollo en los posibles 
relojes circadianos del organismo. 

La evidencia experimental existente, sugiere que durante el desarrollo de P. 
clarkii, el acoplamiento de los posibles relojes circadianos se lleva a cabo por la 
acción sincronizadora y ciclica de algún neurotransmisor o neurohormona. Si 
existen variaciones rítmicas durante el desarrollo de un probable ritmo circadiano de 
5-HT en el cerebro y los tallos oculares, estos cambios pueden arrojar información 
preliminar sobre el posible papel de esta ami na durante el desarrollo como acoplador 
de eslas estructuras. 

V. OBJETIVOS 

1. Cuantificar las variaciones diarias en el contenido de 5-HT en los tallos oculares 
y el cerebro de P. clarkii en el animal adulto y durante el desarrollo (estado 
postembrionario 2 y juvenil) bajo ciclos LO 12:12 e iluminación continua. 

2. Describir la dinámica temporal del contenido de 5-HT del cerebro y tallos 
oculares durante el desarrollo y describir si ésta presenta cambios similares a los 
reportados durante la ontogenia de los ritmos descritos en los antecedentes. 

3. Analizar si las posibles variaciones rítmicas en las estructuras estudiadas pueden 
dar información acerca del papel de la 5-HT como acoplador de estos posibles 
relojes circadianos. 
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VI. MATERIALES y MÉTODOS 

1. Animales 

Para llevar a cabo este trabajo se utilizaron 298 acociles (Procambarus 
c1arkil) en tres estados de desarrollo: Adulto, juvenil y postembrionario 2 (P02). 
Los animales adultos fueron colectados en el estado Mexicano de Chihuahua, 
mienlras que los animales juveniles y P02 nacieron en el laboratorio a partir de 
acociles adultos colectados en la misma localidad y mantenidos bajo ciclos LO 
12: 12 con líneas de oxigenación del agua independientes. La división en los tres 
grupos de edad señalados arriba, siguió criterios establecidos previamente (Sukó, 
1953; Sademan y Sandeman, 1990; Escamilla-Chimal el al. 1998). Estos criterios 
fueron: 1) POZ: acocil de 10 a 14 días de edad, de longitud total menor a 11.8 mm. 
2) Juvenil: animal de 1 a 3 meses de edad, de longitud total menor a 33.9 mm. 3) 
Adulto: acocil sexualmente maduro y no menor a 55 mm de longitud total. 

Antes del inicio de los experimentos, todos los animales fueron instalados en 
acuarios con filtro biológico bajo ciclos LO 12: 12 y fueron alimentados tres veces 
por semana con vegetales cocidos. Todos los adultos y juveniles fueron aclimatados 
a estas condiciones durante diez días, mientras que los P02 eclosionaron de madres 
así aclimaladas y permanecieron bajo estas condiciones hasta el inicio del protocolo 
experimental. 

2. Protocolo experimental 

a) Grupo en condiciones de sincronización. 

Del lotal de 298 animales, un grupo de 147 (48 P02, 41 juveniles y 58 
adultos), fue instalado en acuarios de 60 litros en número no mayor a 10 animales 
por acuario. Se colocaron lámparas de luz blanca de 9 wats a 30 cm del fondo del 
acuario. El encendido y apagado de estas lámparas era controlado por un reloj 
interruptor automático (Micronta, modo E10694). La intensidad de la luz medida en 
el fondo del acuario por medio de un fotómetro (Licor, LI 189; LI 1935A, Lincoln, 
Nebraska) fue de 100 Ix. 
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Los animales fueron separados en dos grupos: 1) Acociles sincronizados a 
ciclos LO 12:12 (encendido de la luz a las 07:00 h). 2) Acociles también 
sincronizados a ciclos LO 12:12, pero 1800 desfasados con respecto al primero, es 
decir, la luz se encendía a las 19:00 h. Los animales, fueron expuestos a estos ciclos 
de luz durante 10 días y posteriormente fueron sacrificados a las 08:00, 12:00 y 
16:00 h, tiempo que para los animales del grupo 2, que tenían fotoperiodo invertido, 
corresponde a las 20:00, 00:00 y 04:00 h. Las disecciones de los animales con 
fotoperiodo invertido se llevaron a cabo en un cuarto oscuro empleando una lámpara 
con luz roja. Con este diseño se cubrió el ciclo de 24 horas para analizar los cambios 
en el contenido de 5-HT del cerebro y los tallos oculares. 

b) Grupo en condiciones de oscilación espontánea. 

Del total de 298 animales, los 151 restantes (55 P02, 41 juveniles y 55 
adultos), fueron instalados en acuarios bajo las mismas condiciones señaladas arriba. 
Nuevamente se separó a los animales en dos grupos y se les sincronizó a ciclos LO 
12:12 (normal e invertido) durante 10 días. Transcurrido este periodo de 
sincronización, se expuso a los acociles a 72 horas de luz constante tenue (lOO Ix) 
para enseguida ser sacrificados a las 08:00, 12:00 y 16:00 h del cuarto día en LL, 
tiempo que para los animales del grupo en fotoperiodo invertido, correspondió a las 
20:00, 00:00 y 04:00 h. Estas 72 horas de iluminación constante se contaron a partir 
del último encendido de la luz; es decir, a partir de las 07 :00 del undécimo día en 
LO 12:12 normal, y a partir de las 19:00 del décimo día en LO 12:12 invertido. El 
esquema de la Figura 5 sintetiza el protocolo experimental. 
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N=298 acociles ProcambiI/US ciar/di 
1 Aclimatación 

07:00 19:00 07.00 10 ciclos 

147 animales 
Tres grupos de edad 

P;48 J;41 A;58 

151 animales 
Tres grupos de edad 

P;55 J;41 A;55 
1 

Sincronización I 
I I 10 ciclos l. ,1 

P;26 J;20 A;38 P;22 J;21 A;20 P;27 J;21 A;28 P~28 J;20 A;27 
lO 12:12 OL 12:12 LO 12:12 Ol12:12 

1 Idia 101 .~_~~=;;:I 
p7:00 19.00 07-00 07:00 19:00 07:00 07-00 19:00 07-00 07.00 1900 oioo 

dla 
I 

Diseuión 
I dia11 1 I I 

I I 
* I • 11 ¡;:I, ::;::::;::, __ '1 1IIj1 ... 1 C=:::::::JI * Disección tras 72 h en iluminación continua ¡ ¡ ¡ 

L,~~ 
1 ¡ ¡ ¡ .... luzroja 
tl'-¡ 

08'00 12 00 16'00 20'00 00 00 04'00 
p~o 8 9 9 8 6 8 
r..gcf+~8H-¿r9~9H-~8~6H-~8 
J ro 7 6 7 7 8 6 
~WE(~7~6~~7~7~78~6 
A ro 10 12 16 7 6 7 

gc 10 12 16 7 6 7 

. I ~ dla 141 I 1 1 

~08 001'200 1J·ooio 00 00 00 0/00 
p~o 9 9 9 9 10 9 

gc 9 9 9 9 10 9 
~J~ro~~6~~7~8~~7~~7~6 
9C678776 

~A~rot~1~Ott=~9t~9~=~9t=9~=19 
gc 10 9 9 9 9 9 

P=P02, J=Juveniles, A=Adultos 
to=tailos oculares, gc=ganglio cerebroide 

Figuro 5. Protocolo experimental. Los diferentes números en el esquema indican 
cuántos animales de cada grupo de edad fueron incluidos en este estudio. Nótese que 
de cada animal, se extrajeron siempre dos estructuras: taHos oculares y cerebro. 
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Después de sacrificar a los animales por decapitación, se extrajeron los tallos 
oculares (retina y lóbulos ópticos) y el ganglio cerebroide o supraesofágico 
(cerebro). La disección de ambas estructuras se llevó a cabo en solución salina 
helada (Van Harreveld, 1936), y particularmente en el caso de los tallos oculares, 
fue necesario remover cuidadosamente el exoesqueleto, los músculos oculomotores 
y varias capas de tejido conectivo. Después de la disección se determinó el peso 
húmedo de las estructuras que fueron inmediatamente congeladas a -20°C para 
posterior análisis del contenido de 5-HT por HPLC con detección electroquímica. 
Los dos tallos oculares de cada animal fueron pesados y analizados juntos. 

3. Neuroquímica y cuantificación de serotonina 

Una vez extraídas y pesadas, las estructuras fueron colocadas en 200 1'1 
(Adultos) ó 100 fll (Juveniles y P02) de solución buffer de extracción que consistió 
de ácido acético al 8%, ácido fórmico al 1.76% y ImM de cisteína en agua 
des ionizada. El contacto de esta solución con el tejido permitió que éste se 
descongelara rápidamente. Una vez en la solución de extracción, las muestras fueron 
homogeneizadas manualmente con un homogeneizador de plástico-teflón, siempre 
manteniéndolas en hielo y protegidas de la luz. Enseguida fueron centrifugadas por 
15 minutos a 12800 x g. La pastilla fue suspendida en 100 1'1 de NaOH 1M, 
colocada en el horno a 60°C durante Una hora y analizada posteriormente para 
cuantificar el contenido de proteínas totales por estructura de acuerdo con Lowry el 

al. (1951). Los sobrenadantes fueron colectados y filtrados a través de 
microconcentradores de 0.45 flm (MWCO 3k) y se determinó el contenido de 5-HT 
por medio de cromatografia líquida de alto desempeño (HPLC por sus siglas en 
inglés) con detección electroquímica. 

El sistema de cromatografia empleado consistió de un inyector manual 
Rheodyne con un asa de inyección de 20 fll, una columna analítica (Supelcosil LC 
18 con partículas de 5f1m) de 100 x 4.6 mm, conectada a una precolumna de 30 x 
4.6 mm (Supelcosil LC 18, 5I'm). La fase móvil fue modificada de Marsden y 
Joseph (1986) y consistió de 0.15 M NaH2P04, 0.1 mM Na2EDTA, 0.5 mM de ácido 
octano-sulfónico (sal de sodio) y metanol al 14% en agua grado HPLC (reactivos 
adquiridos de SIGMA). El pH se ajustó a 3.4 con ácido fosfórico. El flujo de la fase 
móvil se mantuvo uniforme a una tasa de I mI por minuto por medio de una bomba 
LaChrom-Hitachi L-7100. 

El contenido de S-HT se cuantificó por medio de un detector electroquímico 
(Mod. LC4C, Bioanalytical Systems) utilizando un electrodo de trabajo de carbón 
vidriado que aplica un potencial de +0.6V contra un electrodo de referencia 
AglAgCI. El pico de S-HT en el extracto de tejido fue identificado comparando los 
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tiempos de e1ución de los picos del extracto con el tiempo de e1ución de 5-HT 
estándar (Sigma, 5-HT creatinine sulfate). Para cuantificar el contenido de la amina 
en el extracto se midió la altura del pico identificado y se comparó con la altura de 
picos de 5-HT estándar de concentración conocida preparados y analizados el 
mismo dia (Engbertson y Battelle, 1987). La identidad y el contenido de 5-HT en las 
muestras fueron doblemente verificados en cada inyección, ya que una vez inyectada 
cada muestra, ésta fue mezclada con una cantidad conocida de 5-HT estándar. Esto 
con la finalidad de observar si era posible obtener un pico simétrico que apareciera 
al mismo tiempo que la 5-HT estándar y al mismo tiempo que la 5-HT de la 
muestra, y que además tuviera una altura. y por lo tanto una concentración, 
correspondiente con el valor esperado derivado de la mezcla preparada. 

4. Análisis de da/os 

El contenido de 5-HT se determinó normalizando sus valores de la siguiente 
forma: 5-HT por g de peso húmedo; 5-HT por estructura y 5-HT por mg de proteína. 
Se construyeron cronogramas con los valores promedio por grupo ± un error 
estándar de la media (EEM). En cada estado de desarrollo se determinó si el curso 
temporal desplegado en el cronograma correspondia a un patrón circadiano. Debido 
a que el interés prioritario en este estudio fue determinar la posible naturaleza 
endógena de los ritmos de 5-HT observados, sólo los datos de los cronogramas 
obtenidos bajo condiciones de iluminación continua fueron analizados por el método 
de cosinor simple (Halberg el al. 1977; Nelson el al. 1979) empleando el programa 
de cómputo DlSPAC (Digital Analysis Applied to Chronobiology), desarrollado en 
el Instituto de Fisiología Celular de la UNAM (Aguilar-Roblero el al. 1997). Con 
base en un periodo de prueba (tau, r), el análísis de cosinor ajusta los datos a una 
curva sinusoidal y permite probar si la amplitud de la oscilación observada di fiere de 
cero; es decir, si el ritmo puede o no ser validado (bondad de ajuste). El análisis de 
cosinor incluye la descripción de algunos parámetros del ritmo (acrofase, mesor, 
amplitud y porcentaje de ritmicidad) que permiten analizar cl nivel de ajuste de los 
datos a la curva sinusoidal a partir del periodo de prueba asumido. Por lo tanto, con 
este método de análisis es posible evaluar objetivamente la hipótesis que sugiere que 
la amplitud difiere de cero empleando para ello varios periodos de prueba. Para este 
trabajo se aplicó el análisis de cosinor simple a los valores del contenido de 5-HT 
por peso húmedo y 5-HT por proteínas totales bajo condiciones de iluminación 
continua en todos los grupos de edad. En todos los casos, se probaron diferentes 
valores de periodo para analizar si los perfiles temporales observados en los 
diferentes cronogramas eran o no circadianos. 
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VII. RESULTADOS 

1. Identificación de serotonina en los extractos 

El análisis de los extractos obtenidos del cerebro y los tallos oculares del 
acocil en diferentes estados de desarrollo, reveló la presencia de una sustancia que 
fue separada en la columna analítica, y que se oxidó ante el potencial aplicado por el 
electrodo de trabajo (0.6 V). Esta oxidación fue detectada como una elevación en el 
trazo del integrador que fue proporcional al contenido de la sustancia oxidada. Esta 
sustancia fue detectada al mismo tiempo que la 5-HT estándar preparada el mismo 
dia de cada análisis. El tiempo de elución promedio de estas sustancias fue de 9.36 
minutos. 

Adicionalmente, la identidad de la 5-HT en los extractos se verificó al 
agregar concentraciones conocidas de 5-I-!T estándar a cada muestra. La Figura 6 
ejemplifica este procedimiento, que se llevó a cabo con cada extracto. Como se 
observa en la figura, con este método se obtuvo un sólo pico simétrico, detectado al 
mismo tiempo que la 5-HT estándar y cuya concentración, calculada a partir de la 
altura del pico obtenido, corresponde adecuadamente con el valor esperado. El 
cromatograma A de la Figura 6 (izquierda), corresponde a la elución de una corrida 
de 5-HT estándar (2ng); en el cromatograma B (centro), se observa el perfil obtenido 
a partir de un extracto de los tallos oculares de un acoci! adulto. Entre los 9 y 10 
minutos de este trazo aparece una elevación que corresponde en tiempo con el pico 
del cromatograma A. COll base en el valor de amperaje derivado de la oxidación de 
2ng de 5-HT estándar (1.39nA) se calculó, que el pico del cromatograma B, de 0.43 
nA correspondería a 0.618 ng de 5-HT en los 201'1 inyectados a la columna. Para 
comprobar que esta sustancia es, efectivamente 5-HT, el cromatograma C (derecha), 
muestra que cuando el extracto previamente analizado fue mezclado con 1 ng de 5-
HT estándar, se obtuvo un pico detectado nuevamente al mismo tiempo que en A y 
B, y que además es la suma aproximada del amperaje de la 5-HT estándar (1 ng; 
0.695 nA) más la supuesta 5-HT del extracto (0.618 ng; 0.43 nA). Teóricamente, 
esta suma debiera resultar en un valor de amperaje de 1.125 nA, correspondiente a 
1.62 ng de 5-HT. El valor real obtenido, y calculado a partir del pico observado en C 
es de 1.15 nA, es decir, 1.65 ng. Basados en todos estos criterios, estos picos fueron 
identificados como 5-HT. 

25 -----------------------------------------------



Cambios ritmicos de 5-HT durante el desarrollo del acocil 
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figura 6. A) Cromatograma correspondiente a la separación de 2ng de 5-HT estándar. 
B) Separación de un extracto ácido de los tallos oculares de un acocil adulto. C) 
Separación del mismo extracto ácido, pero mezclado con lng de 5-HT estándar. El 
pico señalado en los tres cromatogramas fue identificado como 5-HT. 

26 



Osear CastañOn Cervantes, 1999 

2. Cambios en el contenido de serotonina durante el desarrollo 

El contenido de 5-HT en los tallos oculares y el cerebro de P. clarkii varia 
durante el ciclo de 24 horas, estos cambios ocurren en condiciones de sincronización 
y persisten en condiciones constantes. Además, las características de esta variación 
en el contenido de 5-HT también son diferentes en cada estado de desarrollo 
analizado. Los resultados presentados a continuación, están expresados como 
contenido de 5-HT por estructura (pmo!); por gramo de peso húmedo (¡tg g''), y por 
miligramo de proteínas totales (pmol mg"). En general, el curso temporal del 
contenido de 5-HT es similar independientemente de la forma de presentar los 
resultados. Por lo tanto, y para facilitar la comparación de los resultados obtenidos, 
la mayoría de las interpretaciones y análisis de los resultados que aquí se expresan 
están basados en el contenido de 5-HT por peso húmedo y por proteínas totales ± 
error estándar (EEM). 

Independientemente de la edad, el contenido de 5-HT por unidad de peso 
húmedo, es mayor en el cerebro (N~298, X=O.655±O.039 ¡tg g") que en los tallos 
oculares (N=298, x=0.337±O.021¡tg g.'). Sín embargo, las condiciones de 
iluminación parecen modificar significativamente el contenido de esta ami na, si se 
agrupan las diferentes edades puede observarse claramente el efecto de la 
iluminación continua sobre el contenido de 5-HT. Así, en los tallos oculares la 
cantidad promedio de 5-HT b'\io ciclos LO fue de O.273±O.OI9 ¡tg g". Este valor 
aumentó a 0.399±O.036 ¡tg g" en luz continua. En el cerebro el efecto fue similar ya 
que la cantidad promedio de 5-HT bajo ciclos LO fue de O.579±O.041 ¡tg g". Este 
valor aumentó a O.728±O.065 ¡tg g" en luz continua. 

La Tabla 1 desglosa estos resultados por grupo de edad. En general se 
observó que el contenido de 5-HT es mayor en el cerebro que en los tallos oculares 
en todos los grupos de edad. 

En los animales P02 el contenido de 5-HT aumenta bajo condiciones de luz 
continua en ambas estructuras, en los juveniles aumenta en los tallos oculares y 
disminuye en el cerebro y en los adultos, disminuye en ambas estructuras. 

Con excepción del cerebro en condiciones de sincronización, el contenido de 
5-HT por unidad de peso es mayor en los animales más jóvenes independientemente 
de la estructura y de las condiciones de iluminación. 
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Tabla 1. Efecto de las condiciones de iluminación sobre el contenido de 5-HT por 
peso húmedo expresado en 119 9-1 ± EEM. Valores promedio por estado de 
desarrollo. 

ESTRUCTURAS la 12:12 LUZ CONSTANTE 

P02 TAllOS O.3332±O.030 O.6083±O.O64 "P<O.05 

OCULARES N=48 N=55 

O.3242±O.OS5 1.1417±O.143 "P<O.OI 

CEREBRO N =48 N=55 

P>O.05 "P<O.01 

JUVENil TALLOS O.2022±O.O23 O.3624±O.O82 "P<O.05 

OCULARES N=41 N=41 

O.8234±O.O92 O.5053±O.O716 "P<O.OS 

CEREBRO N=41 N=41 

"P<O.OI ·P<O.05 

ADULTO TALLOS O.2723±O.O36 O.2195±O.O26 P>O.05 

OCULARES N=S8 N=55 

O.619±O.O56 O.4812±O.O63 "P<O.05 

CEREBRO N=58 N=55 

·P<O.05 ·P<O.05 

"Diferencias significativas (t de Student) 

3. Variaciones del confenido de serofonina en el acocil P02 

a) Ciclos luz-oscuridad. 

En el animal P02, el contenido de 5-HT en los tallos oculares y el cerebro 
cambia durante el ciclo de 24 horas, manifestando ritmos ultradianos y circadianos. 
Bajo condiciones de sincronización, en los tallos oculares (Fig. 7 A, 7B, 7C) pueden 
observarse variaciones bimodales del contenido de esta amina. Bajo estas 
condiciones, el primer pico de 5-HT se presenta a las 20:00 h, es decir, cerca del 
inicio del periodo de oscuridad. En general, los niveles de esta amina son altos 
durante la noche y bajos durante el día. Cuando el contenido de 5-HT se expresa por 
mg de proteína (Fig. 7C), se observa un segundo pico durante la noche a las 04:00 h. 
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Es importante señalar los cambios observados en los valores de peso húmedo 
de los tallos oculares, pues a las 20:00 y 04:00 h hay incrementos significativos en 
peso (Fig. 7D). Sin embargo, estos cambios no afectan la expresión temporal del 
contenido de 5-HT que se observa en la Figuras 7 A Y 7C, ya que el contenido de 5-
HT se normalizó con los valores de peso húmedo y proteinas totales. Igualmente, 
durante las 24 horas se observa un ritmo circadiano de baja amplitud en el contenido 
de proteínas totales en los tallos oculares del acocil P02 (Fig. 70). 

Bajo las mismas condiciones de sincronización, el cerebro de los animales 
r02 también expresa variaciones de los niveles de 5-HT (Figs. 8A, 8B Y 8e). En el 
cerebro existe un ritmo circadiano de 5-HT por proteínas totales que alcanza el· nivel 
máximo a las 12:00 h (Fig. 8C). Los niveles de 5-HT en esta estructura parecen 
mantenerse altos durante el día y disminuir gradualmente durante la noche. Estos 
cambios son muy similares independientemente de la forma de expresarlos. No 
existe coincidencia evidente entre los tallos oculares y el cerebro de los mismos 
animales bajo ciclos LO 12:12, pues al comparar los paneles A, B Y C de las Figuras 
7 y 8, es evidente que el curso temporal de los ritmos de 5-HT en ambas estructuras 
es diferente. En los tallos oculares (Fig. 7) los niveles de 5-HT son bajos durante el 
dia y altos durante la noche, mientras en el cerebro (Fig. 8) son máximos durante el 
día y bajan durante la noche. 

El contenido de proteínas por estructura que se observa en la Figura 8D 
aumenta durante la noche, pero es importante observar que a las 04:00 h, el 
contenido de proteínas por estructura aumenta, mientras el peso húmedo baja. 
Cuando se normaliza el contenido de proteínas (l1g) con los valores de peso húmedo 
(g), se puede observar una curva que aproximadamente, sigue el mismo curso que el 
contenido de proteínas por estructura. Esto significa que estos cambios persisten a 
pesar de las variaciones en peso húmedo y que, por lo tanto, existen cambios reales 
en el contenido de proteínas totales en el cerebro de los animales P02 (Fig. 80). 

En síntesis, bajo condiciones de sincronización, en los tallos oculares de los 
animales P02, existe un ritmo bimodal en el contenido de 5-HT con un pico 
máximo a las 20:00 h. En el cerebro, este ritmo es unimodal y alcanza valores 
máximos a las 12:00 h. En ambas estructuras se observaron cambios rítmicos en el 
contenido de proteínas totales por mg de peso. 
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b) Luz constante. 

En los tallos oculares, después de 72 horas en luz constante, el ritmo bimodal 
del contenido de 5-HT observado durante la sincronización persiste y oscila 
libremente. El curso temporal de esta oscilación es similar cuando es expresado por 
peso húmedo (Fig. 9A), por estructura (Fig. 9B) Y por proteínas totales (Fig. 9C). 

El análisis de cosinor aplicado a los valores de 5-HT por peso húmedo y 5-
HT por proteínas totales, confirma la bimodalidad del ritmo (Ver Tabla 2). El 
análisis de la serie de tiempo de la Fig. 9A (contenido de 5-HT por g de peso 
húmedo), reveló el mejor ajuste de los datos a una curva sinusoidal con un periodo 
de prueba (t) de 12.4 h. El grado de ajuste de los datos a la función, medida a través 
del porcentaje de ritmo (PR) fue en este caso del 88.7%. La amplitud de esta 
oscilación difiere significativamente de cero (F=13.240; P<0.05). La serie de tiempo 
de la Fig. 9C (contenido de 5-HT por mg de proteína), se ajustó mejor (PR = 66.3%) 
como un ritmo bimodal con un periodo de 12.5 h. Sin embargo, en este caso, la 
amplitud no fue significativamente diferente de cero. El resto de los parámetros 
analizados por cosinor se presenta en la Tabla 2. 

TABLA 2. Análisis de cosinor de los cronogramas del contenido de 5-HT en tallos 
oculares y cerebro de acociles P02 tras 72 horas de exposición a condiciones de 
iluminación continua. 

Estructura Fig. Co!teniOO PeriOOo Mesar Amplitud Acrofase PR 
de5-Hf t (11) (h) (%) 

P02 Tallos 9A (¡Jgg~) 12.4 0.61 ± 0.04 0.297' 2.23 88.7 

oculares 24 0.61 ± 0.12 0.013 8.09 0.2 

9C (¡:mol mg"') 12.5 37.73 ± 3.49 13.512 1.88 66.3 
24 37.73 ± 5.59 5.330 8.29 13.1 

Cerebro lOA (¡Jgg~) 13 1.15 ± 0.23 0.572 12.49 30.7 

23.3 1.15 ± 0.13 0.622. 9.97 77.6 
10C (rmoln,g') 13 77.47 ±12.45 41.844 12.30 46.4 

23.5 77.47 ±11.46 32.860 9.59 54.5 

La amplitud difiere significativamente de cero: 'F - 13.240, P<0.05; .F - 5.854, P<O.l. 
PR = Porcentaje de ritmo. 
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Con respecto a los cambios observados en el contenido de proteinas totales 
durante la sincronización, en la Fig. 90 puede observarse que bajo condiciones de 
luz constante, persiste un ritmo del contenido de proteínas totales por peso húmedo 
(Fig. 90) con un ligero incremento a las 00:00 h, y otro de muy baja amplitud a las 
08:00 h. Estos cambios siguen aproximadamente el mismo curso temporal del 
contenido de proteínas totales por estructura. 

En el cerebro de los animales P02, bajo condiciones de luz constante persiste 
un ritmo circadiano del contenido de 5-HT con características similares al observado 
durante la sincronización. Es deeir, se trata de un ritmo unimodal (Figs. lOA, 10B y 
1OC) con un pico máximo a las 12:00 h y mínimo a las 20:00 h. Es importante 
señalar, que en este caso, no pudo observarse un desplazamiento temporal tras 72 
horas en oscilación espontánea, pues si se comparan los paneles A, B Y C de las 
figuras 8 y 10, se observa que en todos los casos, el punto máximo de las Curvas 
ocurre a la misma hora (l2:00 h). Es probable que el corrimiento temporal esperado 
bajo condiciones constantes no haya sido observado debido al intervalo de muestreo 
empleado en este trabajo. 

El análisis de cosinor confirmó que el contenido de 5-HT por g de peso y por . 
mg de proteína varía de acuerdo a un patrón eircadiano. En el caso de la Fig. lOA, el 
análisis reveló que cuando se ajusta a un periodo circadiano t=23.3 h (PR=77.6%), 
la amplitud de la oscilación observada difiere significativamente de cero (F=5.854; 
P<O.I). El ajuste de la curva de 5-HT por proteinas totales (Fig. IOC) fue mejor a un 
periodo eircadiano t=23.5 h (PR=54.5%) con acrofase a las 9.59 h. La amplitud de 
este ritmo no fue significativa. . 
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Figura 9, Cambios rítmicos del contenido de 5-HT (A,B,C), proteínas totales y peso 
húmedo (D) en el tallo ocular de acociles P02 después de a 72 horas de luz constante, 
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4. Variaciones del contenido de serotonina en el acocil juvenil 

a) Ciclos luz-oscuridad. 

En los tallos oculares del juvenil en condiciones de sincronización, se expresa 
un ritmo bimodal del contenido de 5-HT. Sin embargo, este ritmo es diferente al 
observado bajo las mismas condiciones de iluminación en los tallos oculares del 
animal P02. En este caso, el contenido más alto de 5-HT ocurre a las 00:00 y 12:00 
(Fig. ¡1C). Este ritmo es bimodal, y presenta un pico durante el periodo de 
iluminación y otro durante el periodo de oscuridad. Evidentemente, es importante 
señalar que las diferencias temporales observadas entre los diferentes paneles de la 
Figura 11, están influenciadas por los cambios cíclicos que pudieron detectarse en 
las variables con que se normalizó el contenido de 5-HT, y que se ilustran en la 
Figura 1 ID. 

En condiciones de sincronización, aparece por primera vez un ritmo bimodal 
del contenido de 5-HT en el cerebro de los animales juveniles (Fig. 12). Debe 
recordarse que en el grupo de edad anterior (P02), este ritmo era circadiano. El 
ritmo bimodal que se observa en la Figura 12 tiene caracteristicas temporales 
similares al señalado anteriormente en los tallos oculares, por lo que es probable que 
ambas estructuras se encuentren acopladas. Nuevamente se observan dos picos, uno 
durante el dia y otro durante la noche. Cuando el contenido de 5-HT se expresa por 
proteinas totales (Fig. ¡2C) el pico diurno ocurre a las 16:00 h, y el nocturno que es 
el mayor, ocurre a las 00:00 h. 

En este caso, también se detectó un ritmo de baja amplitud en el contenido de 
proteínas totales por peso (Fig. l2D). Este ritmo presenta un par de elevaciones a las 
12:00 y 20:00 h, siendo esta última de menor amplitud que la primera. No se 
encontraron cambios importantes en los valores de peso húmedo. 
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(D) en los tallos oculares de acociles juveniles bajo ciclos LO 12:12. Las barras 
centrales indican las condiciones de iluminación. 
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b) Luz constante. 

Bajo condiciones de iluminación continua, el contenido de 5-HT en los tallos 
oculares del juvenil continúa oscilando libremente. Sin embargo, el ritmo bimodal 
que pudo observarse en esta estructura bajo condiciones de sincronización 
desaparece, y únicamente permanece un ritmo eircadiano del contenido de 5-HT. 
Estos cambios rítmicos, pueden observarse en las Fíguras J3A, 13B, Y J3C. El ritmo 
de 5-HT en los tallos oculares del juvenil tiene característícas temporales muy 
similares independientemente de la variable con que se normalicen los resultados. 
Por ejemplo, cuando el contenido de esta amina es expresado en función contenido 
de proteínas totales (Fig. J3C), alcanza valores máximos a las 08:00 h, cae 
gradualmente hacia las 16:00 h y permanece en los niveles mínimos hasta las 04:00 
11. El análisis de cosinor aplicado a esta serie de tíempo (5-HT por proteínas totales) 
donde se observa un ligero incremento en los niveles de 5-HT alrededor de las 20:00 
h ajustó mejor los datos a un periodo ultradíano ,=11.9 h (PR=54.1%) con acrofase 
a las 8.82 h. Sín embargo, parece que el ritmo no es estadísticamente significativo. 
El resto de los parámetros de la serie de tiempo analizados por cosinor puede 
consultarse en la Tabla 3. 

TABLA 3. Análisis de cosinor de los cronogramas del contenido de 5-HT en tallos 
oculares y cerebro de acocí/es juveniles tras 72 horas de exposición a condiciones 
de iluminación continua. 

Estructura Fig. Cordañ<k> Periodo Mesor Amplitud Acrofase PR 
de5-1IT , (h) (h) (%) 

Juvenil Tallos l3A (¡¡gg') 12 0.37 ± 0.13 0.202 9.28 29.8 

Oculares 25.7 0.37 ± 0.08 0.307 10.33 71.3 
l3e (¡moImgl) 11.9 20.52±4.55 12.053 8.82 54.1 

25 20.52±4.87 10.501 9.40 47.6 

Cerebro 14A (¡¡gg') 11.4 0.51 ± 0.06 0.125 9.52 42.7 
24 0.51 ± 0.08 0.093 13.04 20.3 

14C (¡moIrng.l) 7 83.J9±13.43 63.808+ 6.39 63.3 
12 83.19±19.33 26.539 7.92 23.9 

La amplitud difiere significativamente de cero: + F - 5.640, P<O.1. PR - Porcentaje de 
ritmo. 
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Tal y como ocurrió bajo condiciones de sincronización, en este grupo de edad 
también se observó una ligera variación del contenido de proteínas por unidad de 
peso en los tallos oculares Iras 72 horas de iluminación continua (Fig. 130). En este 
caso, no existen cambios importantes en el peso de las estructuras a lo largo del dia. 

Como ocurrió con el primer grupo de edad (P02), las variaciones cíclicas del 
contenido de 5-HT en el cerebro observadas durante la presencia de ciclos LO 
12:12, continuaron después de exponer a los animales juveniles a tres dias de luz 
constante tenue. Bajo estas condiciones, el ritmo observado (Fig. 14), continúa 
siendo bimodal y mantiene características similares a las observadas durante la 
sincronización. En esta ocasión, es posible observar que los cambios en el contenido 
de 5-HT en el cerebro del juvenil bajo condiciones constantes son ligeramente 
distintos al ilustrar los resultados normalizados por peso húmedo (Fig. 14A, 
estructura (Fig. 14B), Y proteinas totales (Fig. 14C). Sin embargo, en todos los 
casos, existe un pico a las 20:00 h, y en las Figuras 14A y 14C, también coincide un 
primer pico de 5-HT a las 12:00 h. Es importante señalar la aparición por primera 
vez, de una tercera elevación del contenido de 5-HT que puede observarse al 
expresar los resultados en función del contenido de proteínas totales en el cerebro 
(Fig. 14C). 

En el caso de la Fig. 14C, fue posible ajustar esta oscilación por cosinor, 
utilizando un periodo de prueba de 7 h (PR=63.3%); es decir, confirmando la 
existencia de un ritmo de 5-HT endógeno de tres elevaciones en 24 h. 
Adicionalmente, el análisis reveló que en este caso, la amplitud de la oscilación 
difiere significativamente de cero (F=5.640; P<O.I). 

El ritmo bimodal de baja amplitud del contenido de proteinas descrito en el 
cerebro del juvenil bajo ciclos LO continúa oscilando libremente en condiciones de 
iluminación continua (Fig. 14D). En este caso la amplitud del ritmo de proteínas 
aumenta y la forma de la curva es muy similar al expresar los datos como proteínas 
por estructura y como proteínas por unidad de peso. 
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figura 13. Variaciones rítmicas del contenido de 5-HT (A,S,e), proteínas totales y 
peso húmedo (D) en los tallos oculares de acociles juveniles después de 72 horas 
en luz continua. Los puntos representan la media ± EEM. 
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Figura 14. Cronograma del contenido de 5-HT (A,B,C), proteínas totales y peso 
húmedo (D) en el ganglio cerebroide de acociles juveniles en condiciones de luz 
continuo. 
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5. Variaciones del contenido de serotonina en el acocil adulto 

a) Ciclos luz-oscuridad. 

En el acocil adulto y bajo condiciones de sincronización, existe un ritmo 
diario del contenido de 5-HT en los tallos oculares. Este ritmo, que se ilustra en la 
Figura 15, IÍene un curso temporal muy similar en los paneles A, B y e de dicha 
figura, donde el contenido de 5-HT se relaciona con las variables que se han medido 
en este trabajo. Este ritmo diario presenta una clara elevación del contenido de 5-
HT a las 16:00 h, con un segundo pico a las 04:00 h (Fig. 15C). Por lo tanto, y 
comparando los tres grupos de edad aquí analizados, los resultados indican que 
desde el inicio del desarrollo, existe en esta estructura un ritmo bimodal de 5-HT. En 
el animal juvenil y en el adulto bajo condiciones de sincronizáción este ritmo . 
presenta un pico durante el día y otro durante la noche. 

En el animal adulto, existe además una ligera variación del contenido de 
proteínas por estructura y por peso húmedo (Fig. 150). Estos cambios en el 
contenido de proteínas también aparecen desde el inicio del desarrollo aunque son 
de mayor amplitud en el animal P02. 

En el cerebro del acocil adulto bajo ciclos LO, ocurre, como se observó desde 
el estado P02, un ritmo diario del contenido de 5-HT. El ritmo unimodal observado 
al inicio del desarrollo, que posteriormente en el juvenil ya tenía características 
bimodales permanece en esta estructura, y sigue presentando dos elevaciones, una 
durante el día y otra en la noche. En los diferentes paneles de la Figura 16, puede 
observarse este ritmo bimodal del contenido de 5-HT en el cerebro de animales 
adultos bajo condiciones de sincronización expresado por peso húmedo (Fig. 16A), 
por estructura (Fig. 16B) y por proteínas totales (Fig. 16C). El contenido de 5-HT en 
el cerebro del acocil adulto, presenta variaciones bimodales en función del contenido 
de proteínas (Fig. 16C). El primer pico que es el de menor amplitud, ocurre a las 
12:00 h, y el segundo, cerca del final del periodo de oscuridad, se presenta a las 
04:00 h. 

Aunque la amplitud de las variaciones es baja, el contenido de proteínas 
totales por estructura y por peso húmedo (Fig. 160) también está cambiando durante 
el día. 
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Figura 15. Cronograma que ilustra el contenido de 5-HT (A,B,C), proteínas totales y 
peso húmedo (D) de tallos oculares de acociles adultos bajo ciclos LO 12:12. 
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Figura 16. Cambios del contenido de 5-HT (A,B,C), proteínas totales y peso húmedo 
(D) en el ganglio cerebroide de acodles juveniles en condiciones de sincronización. 
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b) Luz constante. 

En los tallos oculares del acocil adulto, persiste un ritmo del contenido de 5-
HT bajo condiciones de iluminación constante. Lo anterior puede apreciarse en los 
paneles A, B Y C de la Figura 17. Cabe recordar que bajo condiciones de 
sincronización se había observado que este ritmo era bimodal. A pesar de la 
variabilidad en los datos, en la Figura 17 es posible distinguir que el contenido de 5-
HT en los tallos oculares del adulto continúa oscilando al ser liberado de señales de 
tiempo y que estos cambios persisten y tienen un curso temporal similar 
independientemente de cómo se expresen. Por ejemplo, al ser expresados como 
contenido de 5-HT por mg de proteína (Fig. 17C), pueden verse dos elevaciones de 
amplitud muy similar que aparecen a las 16:00 y 00:00 h. El análisis de cosinor 
confirmó el mejor ajuste como un ritmo bimodal ,~11.4 h (PR~41.7%). Sin 
embargo, este análisis indica que la amplitud de esta oscilación no es significativa. 
El resto de los parámetros obtenidos de los diferentes análisis de cosinor aplicados a 
éstos y otros resultados se encuentra en la Tabla 4. 

TABLA 4. Análisis de cosinor de los cronogramas del contenido de 5-HT en tallos 
oculares y cerebro de acociles adultos tras 72 horas de exposición a condiciones 
de iluminación continua. 

Estructura Fig. CorIenido Periodo Mesor Amplitud Acrofase PR 
de5-HT , (h) (h) (%) 

Adu~o Tallos 17A (¡tgg') 11.3 0.22± 0.03 0.060 4.51 26.7 

oculares 17C (¡xoolmg') 11.4 14.47 ± 1.95 4.380 4.33 41.7 
24.3 14.47 ± 2.17 3.519 21.55 27.5 

Cerebro 18A (¡tgg') 9.2 0.48 ± 0.12 0.256 7.18 19.7 
23.9 0.48 ± 0.08 0.242 0.45 58.4 

18e (¡xoolmg.') 9.1 42.\3 ± 9.99 20.560 7.23 15.4 
23.6 42.\3 ± 6.65 20.739 0.09 62.5 

En todos los casos la amplitud no difiere significativamente de cero. PR - Porcentaje de 
ritmo. 

Cabe señalar que bajo condiciones constantes en los animales P02, existe en 
los tallos oculares un ritmo bimodal del contenido de 5-HT. En el juvenil, sólo 
persiste como un ritmo circadiano y sin embargo, vuelve a manifestarse como 
bimodal en el animal adulto. 
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A pesar de haber observado variaciones durante la presencia de ciclos LO, no 
fue posible detectar cambios en el contenido de proteínas totales en los tallos 
oculares del acocil adulto bajo condiciones de iluminación continua (Fig. 170). 
Estos cambios que habían sido detectados desde el inicio del desarrollo, parecen 
desaparecer bajo condiciones constantes en los tallos oculares del adulto. 

Por otro lado, como se ha señalado, el contenido de 5-HT en el cerebro 
también varía durante el día. En el animal P02 estos cambios ocurren bajo 
condiciones constantes y se manifiestan como un ritmo circadiano que cambia a 
bimodal en el juvenil y vuelve a ser unimodal en el adulto. En la Figura 18 se 
observa que en el cerebro de animales adultos expuestos a 72 horas de iluminación 
constante, persisten cambios rítmicos del contenido de 5-HT por proteínas totales 
(Fig. ISC). En este caso el nivel máximo de 5-HT se presenta a las 00:00 h. Cabe 
recordar que durante la sincronización, este ritmo en el cerebro del adulto manifestó 
un curso temporal bimodal. 

A pesar de la ligera elevación en los niveles de 5-HT que se observa en las 
Figs. ISA y ISC a las 16:00 h, sugiriendo un aparente ritmo bimodal, el análisis de 
cosinor ajusta estos ritmos a periodos circadianos de 23.9 h (PR=58.4%) Y 23.6 h 
(PR=62.5%) respectivamente. Sin embargo, con este análisis, la amplitud de estos 
ritmos no fue significativa. 

Finalmente, el contenido de proteínas totales por unidad de peso en cerebro, 
que durante la sincronización presentó un ritmo diario de muy baja amplitud, parece 
mantenerse bajo condiciones constantes (Fig. 180). No obstante, debe señalarse que 
en cada punto de estas curvas hay gran variabilidad y en general, estos cambios son 
de baja amplitud. 
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Figura 17. Cambios rítmicos del contenido de 5-HT (A,B,C), proteínas totales y 
peso húmedo (D) en los tallos oculares de acociles adultos bajo condiciones de 
oscilación espontáneo. 
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Figura 18. Variaciones rítmicas del contenido de 5-HT (A,B,e), proteínas totales y 
peso húmedo (D) en el ganglio cerebroide de acociles adultos bajo condiciones de 
oscilación espontánea. 
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6. Síntesis de resultados 

Como se señaló, los resultados indican que desde el inicio del desarrollo, 
existen variaciones circadianas y ultradianas del contenido de serotonina en los 
tallos oculares y el cerebro de P. clarkii. Estos cambios se manifiestan en 
condiciones de sincronización y de iluminación continua. La Tabla 5 presenta un 
resumen de los aspectos más importantes de los resultados de este trabajo. En 
general, parece que independientemente de la edad, bajo condiciones de 
sincronización, en los tallos oculares siempre existe un ritmo bimodal de 5-HT. En 
el animal P02 y dependiendo de la forma de normalizar los resultados, este ritmo 
parece presentar ambas elevaciones durante el periodo de oscuridad, y a partir del 
juvenil, siempre ocurre un pico de 5-HT en el día y otro durante la noche (Tabla 5). 
Ahora bien, la permanencia de bimodalidad bajo condiciones de iluminación 
constante en todos los grupos de edad confirma el carácter endógeno de estas 
oscilaciones. Sólo en un caso, el análisis de cosinor aplicado a los datos, sugiere que 
en el juvenil, el ritmo observado en los tallos oculares en luz continua, puede 
ajustarse mejor a una curva con periodo circadiano. 

En el cerebro, las oscilaciones del contenido de 5-HT también aparecen desde 
el inicio del desarrollo. Bajo condiciones de luz-oscuridad, el cerebro de los 
animales P02 presenta un ritmo unimodal de 5-HT con máximo diurno. A partir del 
juvenil y hasta el adulto, este ritmo se transforma en bimodal, y como sucede en los 
tallos oculares, también en el cerebro presenta un pico diurno y otro nocturno (Tabla 
5). Sin embargo, bajo iluminación constante, no siempre permanecen las 
caracteristicas de estos cambios. En el cerebro del animal P02 persiste el ritmo 
unimodal observado bajo condiciones de sincronización; pero en el juvenil, el ritmo 
bimodal observado bajo ciclos LO cambia a tri modal al expresarlo como 5-HT por 
proteinas totales. Finalmente, en el adulto, bajo condiciones de iluminación 
continua, existe un ritmo circadiano de 5-HT en el cerebro, que bajo condiciones de 
sincronización era bimodal (Tabla 5). No obstante, en la mayoría de los casos, el 
análisis estadistico seleccionado para estos resultados indica que la amplitud de estas 
oscilaciones no es significativa. 

Además de los cambios antes descritos, se observó la existencia de cambios 
rítmicos en el contenido de proteinas totales y peso húmedo de las estructuras 
estudiadas, aunque el carácter endógeno de estas variaciones no ha sido plenamente 
demostrado. 
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Tabla 5. Cambios rítmicos en el contenido de 5-HT en los tallos oculares y el 
ganglio cerebroide del acocil P. e/arkii bajo diferentes condiciones de iluminación 
durante el desarrollo. 

P02 

5-HT 

JUVENIL 

5-HT 

ADULTO 

5-HT 

Ciclos LO 12:12 

Tallos 

Oculares 

Jv 

M 

-IV 

08:00 04:00 
I 

Ganglio 

Cerebroide 

~ , . 

N 

N 
08:00 04:00 

I 

CONTENIDO DE 5-HT POR mg DE PROTEINA. 

Iluminación Continua 

Tallos 

Oculares 

/'J 

~ 

.J"V' 

08.00 04:00 

Ganglio 

Cerebroide 

~ 

~ 

vA 

08:00 04.00 

____________________________________________________ 51 



Cambios rítmicos de 5-HT durante el desarrollo del acocil 

VIII. DISCUSiÓN 

1. Identificación de serotonina en los extractos. 

A partir del análisis de los extractos obtenidos de los tallos oculares y cerebro, 
es claro que en efecto, la sustancia presente en ellos, y que se oxidó a O.6V es 5-HT. 
El tiempo de elución promedio, tanto de los extractos como de la 5-HT estándar 
(9.36 minutos), es similar al reportado en otros estudios cuando se utiliza la fase 
móvil empleada en este trabajo (Marsden y Joseph, 1986). El tiempo de elución de 
una sustancia separada por HPLC depende entre otros factores de la longitud de la 
columna, el pH de la fase móvil, la concentración de metanol en el disolvente, la 
composición y características fisicas de la fase estacionaria, la tasa de flujo, etc. A 
pesar de lo anterior, es posible comparar los tiempos de elución que han sido 
reportados al cuantificar el contenido de 5-HT en extractos ácidos en trabajos 
anteriores. Por ejemplo, Kulkami y Fingerman (1992), reportaron que la 5-HT 
presente en distintas estructuras del sistema nervioso de P. clarkii eluye entre 8.8 y 
8.9 minutos después de inyectar la muestra. Chamberlain el al. (1986), empleando 
una columna analítica de 25 cm y con una fase móvil diferente, reportaron que la 5-
HT presente en extractos del ojo lateral y cerebro de Limulus polyphemus eluyó 
entre 18 y 20 minutos. Otros autores (Rodríguez-Sosa el al. 1997), empleando la 
misma técnica, han reportado tiempos de retención tan largos como 34.6 minutos. 
Sin embargo, en todos los casos, la 5-HT se encuentra presente en los extractos y ha 
sido posible detectarla y cuantificarla con gran sensibilidad por medio de la técnica 
utilizada en este trabajo. 

Como se señaló, y pudo observarse en la Figura 6, el método de doble 
comprobación para detectar objetivamente el pico de 5-HT (1. comparación de 
tiempos de retención de la 5-HT estándar y el presunto pico del extracto. 2. Adición 
de 5-HT estándar al extracto), permite afirmar que efectivamente, la sustancia 
cuantificada, y que presenta variaciones circadianas y ultradianas a través del 
tiempo, es 5-HT. 

2. Cambios en el contenido de serotonina durante el desarrollo 

Los resultados de este trabajo demuestran cambios diarios y de alta 
frecuencia en la concentración de 5-HT en los tallos oculares y cerebro del acocil P. 
clarkii que ocurren al menos desde el segundo estado postembrionario, y 
permanecen hasta el estado adulto. Sin embargo, las características de estos cambios 
presentan variaciones durante el desarrollo que en ocasiones se manifiestan por la 
aparición de picos que modifican la posible periodicidad de los ritmos descritos. Los 
cambios cíclicos en la concentración de 5-HT en los tallos oculares y cerebro aquí 
descritos, ocurrieron en presencia de ciclos LO 12:12 y continuaron cuando los 
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animales fueron expuestos a condiciones de luz continua durante tres días. Esto 
indica, que los ritmos observados son de naturaleza endógena, siendo la expresión 
de al menos, un oscilador marcapaso acoplado al sistema serotonérgico y que es 
funcional desde el estado P02. 

El desarrollo de inmunorreactividad a 5·HT en diferentes partes del cerebro 
del acoci! Cherax deslruclor ha sido ampliamente estudiado (Sandeman y 
Sandeman, 1990; Helluy el al. 1993). Estos autores reportaron que cuando emerge 
el animal P02, la mayoría de las características del sistema serotonérgico del adulto 
ya están presentes. En este trabajo se ha demostrado que en P. clarkii la 5·HT 
también está presente en ambas estructuras del sistema nervioso desde el estado 
P02. En un estudio previo (Escamilla·Chimal el al. 1998), se reportó la existencia 
de cambios diarios en la inmunorreactividad a 5·HT durante el desarrollo en la 
retina de P. clarkii bajo ciclos LO 12:12. Los resultados bioquímicos presentados 
aquí, parecen confirmar y extender el trabajo previo. Sin embargo, es importante 
señalar que el trabajo anterior se vio limitado al analizar únicamente las variaciones 
en la presencia de inmunorreactividad a 5·HT a tres diferentes horas del día, por lo 
que no fue posible el análisis de la posible periodicidad de estos cambios, además de 
no haber llevado a cabo el análisis bioquímico de los mismos. 

En general, el contenido de 5·HT expresado en función del peso húmedo y 
del contenido de proteínas totales es mayor en los animales más jóvenes. Se ha 
demostrado, que la 5·HT tiene un papel primordial como regulador de la 
diferenciación de diversas estructuras del cerebro de algunos invertebrados 
(Goldberg y Kater, 1989). Como se señaló, en este trabajo se ha mostrado que en el 
cerebro y los tallos oculares del animal P02 el contenido de 5·HT tiene 
caracteristicas diferentes por lo que podría estar involucrado en diversas funciones 
asociadas no sólo con el mantenimiento del orden temporal, sino además, con la 
regulación de la diferenciación durante el desarrollo. En la langosta por ejemplo, un 
grupo de neuronas serotonérgicas en el cerebro, las neuronas dorsales gigantes 
juegan un papel importante en el desarrollo de estructuras cerebrales (Benton el al. 
1997). 

La 5· HT se encuentra presente en distintas estructuras del sistema nervioso de 
algunos decápodos, y ha sido previamente identificada y cuantificada empleando 
distintos métodos (Fingerman et al. 1974; Fingerrnan y Fingerman, 1977; Elofsson 
el al. 1982; Sandeman el al. 1988; Kulkarni y Fingerman, 1992; Rodríguez·Sosa et 
al. 1997). Por ejemplo, en el cangrejo Vea pugilator, Fingerrnan et al. (1974), 
cuantificaron niveles de entre 7.38 y 7.63 ¡¡g g" (contenido de 5·HT por g de peso 
húmedo) en los tallos oculares y de entre 2.77 y 3.38 ¡¡g g" en el cerebro. Más 
adelante, Fingerrnan y Fingerman (1977) reportaron por primera vez, la existencia 
de un ritmo circadiano de 5·HT en los tallos oculares de Vca pugilator, donde 
reportaron valores que oscilaron entre 3.8 y 9.2 ¡¡g i '. Métodos más precisos 
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aplicados en años más recientes, han permitido mejorar estas determinaciones. En el 
acocil PacifaSlacus leniusculus, Elofsson el al. (1982) empleando HPLC con 
detección electroquímica determinaron que en diferentes estructuras del sistema 
nervioso, el contenido de 5-HT se encuentra entre 0.1 y 0.7 f1g gol. En el acocil 
adulto P. c/arkii, Kulkarni y Fingerman (1992) y Rodríguez-Sosa el al. (1997), 
midieron el contenido total de 5-HT en estructuras del sistema nervioso. Empleando 
la misma técnica utilizada en el presente trabajo, estos autores reportaron niveles de 
5-HT de entre 0.054 y 0.168 f1g g.l. Los valores promedio reportados en el presente 
trabajo (cerebro, 0.655±0.039 f1g g"1; tallos oculares, 0.337±0.02l f1g g.l) son 
superiores a los encontrados por Kulkarni y Fingerman (1992) y Rodríguez-Sosa el 
al. (1997). Sin embargo, son similares a los reportados por otros autores (Elofsson el 
al. 1982). 

En trabajos anteriores (Elofsson el al. 1982; Kulkarni y Fingerman, 1992) se 
ha reportado que el contenido de 5-HT es mayor en el cerebro que en cualquier otra 
estructura del sistema nervioso y que Ja Huminación incrementa sus niveles de 
concentración. Los resultados obtenidos en este trabajo confirman lo anterior, pues 
independientemente de la edad, el contenido de 5-HT por peso húmedo es siempre 
mayor en el cerebro. Además, las condiciones de iluminación modifican 
significativamente el contenido de 5-HT en ambas estructuras dependiendo de la 
edad, pues parece haber un cambio durante el desarrollo en el efecto de la luz sobre 
el ritmo de 5-HT, ya que en los animales más jóvenes éste aumenta con la luz, y al 
avanzar el desarrollo disminuye (Ver Tabla 1). 

En general, en los tallos oculares de los animales más jóvenes mantenidos 
bajo ciclos LO, el nivel más alto de 5-HT se presentó durante el periodo de 
oscuridad, mientras que al avanzar el desarrollo en el adulto, el nivel más alto 
ocurrió durante la fotofase. Es decir, durante la ontogenia, parece haber un cambio 
en la relación que se establece entre las condiciones de iluminación y los cambios en 
el contenido de 5-HT. En vertebrados diurnos, se ha reportado que la concentración 
de 5-HT aumenta durante la noche y disminuye durante el día, mientras ocurre lo 
contrario en animales nocturnos (Campagnan y ¡nouye, 1994). Por lo tanto, los 
cambios que ocurrieron durante el desarrollo en los tallos oculares de los animales 
sometidos a condiciones de sincronización podrían estar relacionados con cambios 
en el nicho temporal que ocuparía P. c/arkii durante la ontogenia. Es decir, parece 
que al igual que ocurre con el ritmo de sensibilidad visual, en los tallos oculares el 
ritmo de 5-HT cambia su fase máxima durante el desarrollo de diurna a nocturna. 

Fanjul-Moles el al. (1987) han reportado que la sensibilidad del ojo del acocil 
medida a través de cambios en la amplitud del electrorretinograma, cambia durante 
el desarrollo. Los animales más jóvenes presentan mayor sensibilidad visual durante 
el día (lo que correspondería a un animal diurno), mientras que como adultos, el 
electrorretinograma revela que la mayor sensibilidad visual ocurre durante la noche 
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(como corresponde a un animal nocturno). Es decir, este ritmo invierte la fase 
durante el desarrollo y además, es capaz de sincronizarse a ciclos de luz (Fuentes el 
al. 1992). La 5-HT juega un papel muy importante en la modulación de la 
sensibilidad visual de P. clarkii, ya que además de incrementar la amplitud del 
electrorretinograma, modifica directamente el movimiento del pigmento proximal 
durante su fase nocturna (Aréchiga el al. 1990). 

Los cambios ritmicos que ocurrieron en los cerebros de animales P02 bajo 
ciclos LO 12: 12 son similares a los reportados en el cerebro y núcleo 
supraquiasmático de ratas (Campagnan y ¡nouye, 1994), donde los niveles más altos 
de 5-HT fueron medidos durante el periodo de iluminación, y los más bajos durante 
la oscuridad. En los animales P02, los ritmos de 5-HT del cerebro y los tallos 
oculares en condiciones de sincronización se encuentran aproximadamente 180 0 

desfasados entre sí. 

Al avanzar el desarrollo, el curso temporal del ritmo de 5-HT en el cerebro de 
juveniles y adultos bajo ciclos LO cambió a un patrón bimodal, similar al observado 
en cada grupo de edad en los tallos oculares, por lo que es posible especular que en 
presencia de ciclos LO, a partir del juvenil, los ritmos de 5-HT de ambas estructuras 
se acoplan entre sí, o bien, que el ciclo LO es capaz de acoplar el ritmo de 5-HT de 
ambas estructuras. 

3. Relación entre diversos ritmos endógenos durante el desarrollo 

Los cambios rítmicos en el contenido de 5-HT aquí reportados podrían 
ayudar a dilucidar el papel de la inervación serotonérgica del ganglio cerebroide en 
P. clarkii (Sandeman y Sandeman, 1990; 1998), que posiblemente contiene uno o 
varios relojes circadianos (Page y Larimer, 1975; Barrera-Mera y Block, 1990). 
Además, existen cuerpos celulares y axones serotonégiCos en los cuatro neuropilos 
de los tallos oculares (Elofsson, 1983; Rodríguez-Sosa el al. 1997) y estudios que 
han demostrado la existencia de inmunorreactividad a la enzima de síntesis de la 5-
HT (triptofano-hidroxilasa) en la retina (Escamilla-Chimal el al. 1998). El papel de 
todas estas estructuras en el mantenimiento de la organización temporal del animal, 
podría estar relacionado con los cambios rítmicos reportados en este trabajo. Sin 
embargo, aún no hay evidencias de esta posible correlación. 

En los vertebrados, se ha reportado correlación entre el ritmo de actividad 
locomotora y un ritmo circadiano en la concentración de 5-HT (Redfern, 1996). Los 
resultados del presente trabajo sugieren esta correlación en el acoci!. El desarrollo y 
las características temporales de los ritmos de 5-HT aquí presentados son similares a 
las del ritmo circadiano de actividad locomotora descritas anteriormente (Fanjul
Moles el al. 1996,1998; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997). Los animales P02, 
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juveniles y adultos muestran ritmos de actividad unimodales que oscilan libremente 
bajo condiciones constantes, y que son capaces de sincronizarse a diferentes ciclos 
LO presentando dos picos, uno endógeno y otro exógeno. La aparición de este 
último parece depender del desarrollo del ojo (Fanjul-Moles el al. 1998). Por lo 
anterior, es posible especular que el pico endógeno del ritmo circadiano de actividad 
locomotora esté relacionado con el pico endógeno de 5-HT en el cerebro que 
aparece desde el inicio del desarrollo. Así, este ritmo endógeno de 5-HT podría 
reflejar cambios en la actividad de neuronas serotonérgicas del cerebro relacionados 
con las pautas conductuales del acocil. Se ha reportado que la estimulación eléctrica 
de neuronas serotonérgicas favorece la liberación de 5-HT (Rodríguez-Sosa el al. 
1997) y que además, en otra especie, estas neuronas presentan cambios cíclicos de 
actividad eléctrica (Sandeman y Sandeman, 1994; Sandeman el al. 1995a). 

Por su parte, el desarrollo temporal del ritmo de amplitud del 
electrorretinograma podria estar relacionado con la aparición de ritmos bimodales y 
tri modales de 5-HT observados en tallos oculares y cerebro. En el animal adulto, 
existen mecanismos neuroendocrinos complejos involucrados en el origen y/o 
sincronización del ritmo de sensibilidad visual (Aréchiga el al. 1993). Por lo tanto, 
la secreción circadiana de diferentes neurohormonas parece afectar la sensibilidad 
del ojo. En algunos casos, estos ritmos endocrinos presentan la acrofase durante la 
noche, mientras en otros, se presenta durante el día; pero en ambos casos, estas 
variaciones cíclicas podrian ser moduladas por 5-HT. La relación entre 5-HT, luz y 
algunas de estas neurohorrnonas ha sido documentada (Fingerman y Fingerman, 
1977; Kulkami y Fingerrnan, 1992; Fingerman y Nagabhushanam, 1992). Se ha 
propuesto que la maduración gradual del ritmo de sensibilidad visual depende de la 
maduración de diversas estructuras del complejo órgano x - glándula sinusal 
(Fanjul-Moles el al. 1987; Fuentes-Pardo el al. 1992). 

Otra hipótesis sugiere que la melatonina, también podría estar relacionada 
con el ritmo del electrorretinograma. La síntesis de 5-HT a partir de 5-
hidroxitriptofano es un paso fundamental para la síntesis posterior de melatonina. 
Recientemente, se han reportado ritmos circadianos de melatonina y 5-HT-N
acetiltransferasa en los tallos oculares de P. clarkü (Agapito el al. 1995). En el 
acocil, aún no se ha investigado la relación entre 5-HT, melatonina y el ritmo de 
sensibilidad visual. Sin embargo, estudios durante la ontogenia sobre el ritmo de 
melatonina en vertebrados revelaron que la función cronométrica en el núcleo 
supraquiasmático, es el primer elemento del sistema en desarrollarse, y que, la 
capacidad de la glándula pineal para transformar n-acetilserotonina en melatonina es 
uno de los últimos elementos en ponerse en marcha (Klein, 1993). 

En el acocil, es posible que la síntesis de melatonina ocurra en la retina y/o en 
el complejo órgano x - glándula sinusal (Agapito el al. 1995; Balzer el al. 1997). En 
un estudio anterior se reportó la presencia de inmunorreactividad a triptofano-
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hidroxilasa (enzima de síntesis de 5-HT) en la retína de P. clarkü (Escamilla-Chimal 
el al. 1998). Además, existen neuronas serotonérgicas procedentes del cerebro que 
inervan la medulla termina lis cerca del órgano x, donde células similares a 
pinealocitos han sido reportadas (Eloffson y Lake, 1971). Lo anterior sugiere nuevos 
estudios que intenten dílucidar las interacciones temporales entre la 5-HT y los 
diferentes ritmos endocrinos ya conocidos durante la ontogenia del acocil, lo que 
permítiría profundizar en el conocímíento de los mecanismos que determinan el 
desarrollo gradual del ritmo de amplitud del electrorretinograma. 

Durante el desarrollo, los cambios observados en el curso temporal que sigue 
el contenido de 5-HT en ambas estructuras parece ser distinto. Por ejemplo, en el 
animal P02, el ritmo más significativo (en el cerebro) tuvo un periodo circadiano de 
23.3 h (P<O.I). En el juvenil en cambio, este ritmo circadiano podría comportarse 
como bimodal o incluso, trimodal; pues el ritmo más significativo tuvo un periodo 
ultradiano de 7 h (P<O.I). Sin embargo, el cerebro del animal adulto vuelve a 
manifestar un ritmo circadiano de 5-HT tal y como ocurrió en el animal P02. Por lo 
anterior, los resultados sugieren que en el cerebro de P. clarkii ocurre la aparición 
progresiva de componentes ultradianos de baja amplitud formando parte de un ritmo 
eireadiano muy amortiguado no fácilmente detectado con el método de muestreo y 
el análisis estadístico utilizado. En los tallos oculares, estos componentes ultradianos 
son de mayor amplitud que en el cerebro, y aparecen desde el estado P02. Si esta 
interpretación es correcta, lo anterior podría ser resultado de la acción de un 
oscilador circadiano actuando sobre mecanismos centrales que podrían determinar 
cambios periódicos en la síntesis, almacenamiento, liberación y metabolismo de 5-
HT; o bien, resultado de variaciones rítmicas en la respuesta de órganos blanco (p. 
ej. los tallos oculares), como ha sido propuesto para algunos ritmos neuroendocrinos 
en mamíferos (Haus el al. 1998). Estudios posteriores podrían dirigirse a esclarecer 
algunos de estos mecanismos. 

4. Posibles ritmos de prote/nas totales y peso húmedo 

Como se señaló, los resultados de este trabajo indicaron cambios en el contenido 
de proteína y en el peso húmedo de ambas estructuras del sistema nervioso. Durante 
el día, los cambios observados en el peso húmedo de tallos oculares y cerebro 
podrían representar variaciones en el contenido de agua en los tejidos en 
anticipación a cambios ciclicos en las condiciones del ambiente (Baltelle, 
comunicacíón personal). En general, la amplitud de estos cambios es mayor en los 
animales P02 y juvenil que en el adulto. En particular, los cambios en proteínas 
totales por peso húmedo analizados por cosinor (análisis no mostrado), no 
evidenciaron que la amplitud fuera significativamente diferente de cero. 
Adicionalmente, debido quizá al alto nivel de variabilidad de los resultados, este 
método de análisis que se basa fundamentalmente en la presencia de variaciones 
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significativas de la amplitud a través del tiempo no permitió establecer plenamente 
el carácler endógeno de estas variaciones. Aún asi, es importante señalar que estos 
cambios continúan bajo condiciones de iluminación continua en ambas estructuras. 
Será necesario implementar otro tipo de análisis y quizá otro tipo de esludios que se 
enfoquen directamente a investigar estas observaciones. 
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IX. CONCLUSIONES 

l. Los resultados de este trabajo muestran cambios circadianos y ultradianos en la 
concentración de 5-HT en los tallos oculares y cerebro del acocil P. clarkii que 
ocurren al menos desde el segundo estado postembrionario. y permanecen hasta 
el estado adulto. 

2. Los ritmos observados son de naturaleza endógena, siendo la expresión de al 
menos, un oscilador circadiano acoplado al sistema serotonérgico y que es 
funcional desde el estado P02. 

3. En general el contenido de 5-HT es mayor en el cerebro que en los tallos 
oculares, y dependiendo de la edad las condiciones de iluminación causan un 
aumento o disminución en sus niveles en ambas estructuras. 

4. El contenido de 5-HT es mayor en los animales más jóvenes independientemente 
de la estructura y de las condiciones de iluminación con excepción del cerebro en 
condiciones de sincronización. 

5. Los cambios en el contenido de proteina y peso húmedo de ambas estructuras del 
sistema nervioso aqui reportados, persisten bajo condiciones de iluminación 
continua, sin embargo, aún no es posible establecer claramente que la amplitud 
de estos cambios sea significativa. 
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X. PERSPECTIVAS 

l. Parece probable que el ritmo endógeno de 5-HT aquí descrito, esté relacionado 
con los cambios reportados en los ritmos circadianos de amplitud del 
electrorretinograma y actividad locomotora. Con la finalidad de investigar lo 
anterior existe la posibilidad de correlacionar los resultados experimentales de 
este trabajo con los registros de ambos ritmos que a través de la ontogenia se 
tienen ya en nuestro laboratorio. 

2. La segunda parte de este estudio podría incluir la cuantificación del contenido de 
5-HT en el cerebro y tallos oculares de acociles en condiciones de cultivo in 
vi/ro. Lo anterior, ayudaría a esclarecer si es una o ambas estructuras el sitio de 
origen del ritmo de 5-HT y si ésta, efectivamente cumple la función de acoplador 
de estos posibles marcapasos. Por otra parte, este tipo de experimentos permitiría 
investigar algunos de los mecanismos de acción de esta amina sobre los ritmos 
circadianos estudiados, ya que podrían medirse cambios periódicos en la síntesis, 
liberación y metabolismo de 5-HT que serían correlacionados con los cambios 
durante el desarrollo de los ritmos antes descritos. 

3. De investigarse la farmacología de los receptores a 5-HT involucrados en estos 
procesos, un siguiente paso de la investigación consistiría en utilizar antagonistas 
de dichos receptores y sustancias como la reserpina que ocasionan la 
disminución de los niveles del neurotransmisor. Esta manipulación del sistema 
serotonérgico del acocil durante diferentes etapas del desarrollo, permitiría 
determinar el papel de la 5-HT en el surgimiento gradual del ritmo del 
electrorretinograma y su posible [unción en la sincronización interna del 
organismo. 

4. Finalmente, es necesario explorar si las variaciones rítmicas observadas en el 
contenido de proteínas totales, especialmente en los animales más jóvenes, san 
efectivamente de naturaleza endógena. Si es así, podría procederse a la 
caracterización de aquella(s) proteína(s) que presentara(n) cambios cíclicos, y 
eventualmente a su aislamiento, purificación y secuenciación. 
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XII. APÉNDICE 

Publicación internacional en revista arbitrada 

Ante la sociedad contemporánea, con frecuencia un cientifico es un tipo raro, 
introvertido, desaliñado y sobre lodo, muy preocupado por explicar casas que parece que 
sólo a él y a algunos de sus colegas interesan y entienden. Efectivamente, muchos 
cienlíficos son así. y han cometido el gran error de transmitir a la gente la idea de que el 
científico cree saberlo todo, no tiene capacidad de asombro, y no cree en nada que no se 
haya obtenido por medio del riguroso método cientifico. Por todo es/o, pero también por la 
falla de curiosidad (digámoslo así) de muchas personas. frecuentemente la gente describe 
al cienlijico como un ente soberbio y muy distante de la realidad (¡claro! Realidad que 
cada cual percibe como la entiende). Yo creo, que hoy en día, los científicos tienen la 
obligación de acercarse a la sociedad para tralar de convencerla del valor fundamental de 
la ciencia para todas las personas, pero también, creo que las personas deben acercarse a. 
la ciencia si quieren conocerla, entenderla y entonces sí, creer o no en ella. 

Me pregunto, ¿quién será más soberbio, quién podrá estar más cerca de la 
verdad?, ¿Acaso será más humilde quien piensa que sólo somos materia estelar, producto 
de miles de millones de años de evolución química y biológica, o lo será quien está seguro, 
muy seguro, que fue creado especialmente y que su especie ocupa un lugar "superior" que 
merece un sitio especial en el universo? ¿Hay sitio para alguna posibilidad que esté entre 
las dos anteriores? 

No lo sé, no soy tan presumido como para intentar responder. 

Tú ... ¿le atreverías a responder? 

o.cc 
17/0CT/1999 
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Swnmary 
lbe presenl study inyestigated deyelopmental circadian 

cbanges in Ibe <ODlenl oC 5-bydroxytryptamine (S-H'l) in 
two structut'eS proposed lo contain pacemakers in crayfish 
Pr«amb<ur<s elarlcü: Ibe cerebral gangIion aOO Ibe 
eyestalks. Crayllsh (N=260) rrom \bree developmental 
.tag ........ c1ivided inlo No grnups: (1) anlmals subjecled 
lO llb:12b lighl:darlt cyde. Cor 10 days aOO (2) anlmals 
lreated as described abo.., Iben expooed lo 72 h oC 
continuous dim lighL Crayfisb Ceam both groups w .... 
kI1Ied at dilrerenl limts oC day, and Ibe cerebral gangIion 
000 the eyestalks or eaeh wue assayed Coe 5-HT by 
reversed-pbase HPLC with electroebemkal detection. In 
.U stagts or del'dopmenl, S-lIT tontenl (e>pressed as 
J.1g g-I welmass tissue) sbowed clrcadian variatiom in both 

Inlroduction 

During postembryonic ontogeoy. die aayfish Procambarus 
c10rkü displays diff'erent circadian rltythms al differeot 
devclopmental 'lages (Fanjul-Moles et al., 1987, \996; 
Es<amJUa-CJúmal el al .. \998). Two particular rbythms, tbose 
of retina! seositivily and aclivity, have different periods of 
maturaúon. iodicating eilher Ihat the pacemaker responsible for 
thcse rbythms is no! thc same, oc tbat!he ooupling between !he 
dock and !he rbythms requires different times 10 ma1UCe. 

Serotonin (S-bydroxytryptamine; 5-HI) has been pmposed 
as a circadiaD modulator for venebrales. In tbe rat, tite 
serotonergic system innervating the suprachiasmatic DUcleus. 
wruch is lile pacemaker in this animal, is not ao esseotial pan 
oC the codogeoous oscillation. but can aft"ect tite omput orthe 
dock (Garabane et al., 1998). 

In adutt crayfish. serotonergic DeuronS innervate the 
protocerebrum (Sandeman et al, 1990) and eye.stalk ganglia 
(Rodrfguez..Sosa et al .. 1991), LWO strucQlfeS that have been 
proposed 10 act as pacemakers. In the cray:fish, S-Hf may 
modulate the cin:adian clock in ways similar lO those reported 
for vertebrates and influence both phase and period. Although 
lhc development oC serotonergic neuroas in CT3yñsh is weU 
documc.nted (Sandeman and Sandeman, 1990; Helluy el al., 
1993), rhythmic changes in S-lIT content during development, 

structures aoa1yzed; rbythms continued lo free-run under 
constant illumination, and total S-lIT content was higher 
in the brain (0.58h:O.36J.1gg--1; mean ± S.EoM.) Iban in tbe 
eyestalks (0.299%0.15 pgg-I). As development advances, tite 
percentage oC Ibe rbythm Iba! sbows periods oC 24 b 
diminishes, while Ibe percentage oC Ibe rbythm Iba! shows 
periods ot 9 lo 12b increases. Tbis seems lo iodicate that 
pulsatile variations in S-lIT content are superimposed in a 
circadian componenL The relatiooship between the S-HT 
rbythm and electroretinogram and motor activity rbythms 
during development is discussed. 

Key words: serotonin. crayfish, Procambarus dar/di, HPLC, 
circadiao rbythm. devetopment. 

which could influence the expression of the temporal order oí 
!he animal. have not been srudied. The objective oí the current 
wOlk. was to investlga1e. al two postembryonie stages and in 
OOult aayfish. circadian changes in tite content oí S-HT in 
the structures considered as putative pacematers. tite 
supraoesopbageal ganglion and the eyestalks. Levels oí S·lIT 
were measured in animals maintained under a 12h:12h 
lighedark (LD) regime and after being exposed to conditions 
of constantlight (LL). 

Malerials and methods 

Animals 

Cray6sh Procambarus clarkij (Girard, 1852) of the second 
postembryonic stage (P02) aod juveniles utilized in the 
present srudy were halched al our laboratory from mothers 
,ynohronized lO a 12h:12h light:darl< (LD 12:(2) cycIe. 
Adult animaJs of both sexes were field-collected and 
acclimaled fOl 2 weeks to the laboratory. Crayfish (N=260) 
were grouped acc;ording to age and size into three 
deveJopmental stages following established eriteria (Suko, 
1953; Sandeman and Sandeman, 1990; Escamilla-Chimal et 
aJ., 1998) as follows: (l) P02 aoimals (N=lOO), 10-14 days 
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old and less man 11.8 mm totallenglh; (2) juvenile animals 
(N=SO), 1-3 monlhs old aod less !han 33.9 mm totallength; 
and (3) adult animals (N--80), sexually marureand measuriug 
SS mm or more in totallength. All animals were maintained 
in J2h:J2h L:D cycles loc 10 days before me lx:ginning of 
the experiments. 

ExperirMntal design 

Animals from the three developmental stages were dlvided 
into two groups: (1) crayfish subjected to 12h:12h L:D (lights 
00 11 07:00h) foc 10 days aod (2) crayfish <reate<! as described 
aboye, then expose<! to 72h of cotItinuous light (I00Ix). 
Animal! (roro both groups were then killed al six different 
times of day (08:00, 12:00, 16:00,20:00,00:00 aod 04:00h), 
aod !he =IxaI gaoglioo (bmin) aod eyestalks (retina aod 
optic Iobcs) wcrc removed into chilled saline soluuon (Van 
Ham:veld, 1936). LO cycles tha1 were ISO° out of pitase (i.e. 
Iights 00 al 19:00h) w= use<! lO syochronize aointaIs killed 
at 20:00, 00:00 aod 04:00h. Disscction of the cyestalks 
required careful removal of cxoske1eton, muscles and 
conncctive tissue layers. After Yte d~p'og, ~ wet ~ oí 
aU suuctures was determined, and the two eyes~ froIJl eaclt 
aJtimal .,= weighed aod aoaIyzed together. 

Neurochemislry 
Disseoted aod wcighed tissues were placed in 200 ltI (adults) 

oc 1001tl (P02 aodjuveoiles) ""'pie buffer cousisting of 8 % 
(vlv) acetic acid, 1.76 % (v/v) formic acid aod Immolt-t 

cySleine in deíooized water. Samples were manually 
homogenized wilh a Tefton-plastic homogenizer and 
OC:lllrifugod [O( 15 minutes al 12800 g. The supematants were 
collcded, filtered tbrough 0.45 ¡un microcooceutrators 
(MWCO 3k), aod aoaIyud foc S-Hf by reverse-phase 
high-performaoce liquid chtomatograpby (IIPLC) with 
electrochemical deI<dioo (LC-EC). 

Quanlitallon 01 serotonin 

The HPLC syst= consiste<! of a maouaI Rheodyoe 712S 
-20ltIloop injcctor aod a S ¡un aoaIyfical cohuno (100 mm x 
4.6 mm) wilh a 30 mm x 4.6mrn guaro column (SupelcosilLC 
18, S¡un). The mobile pitase, modified from Marsdeo aod 
Ioscplt (1986), coosisted of O.ISmolt-t NaH,PO" 
0.1 mmolt-' NItlEDTA. O.5mnlOlI-' octaoe sulphonic acid 
(sodium salt) aod 14 % (v/v) methaool in HPLC-grnde water. 
The pH was arljusted lO 3.4 wiIh phosphoric .. id. The ftow!ate 
was kept unifonn al 1 ml min-I usiog a LaOuom-Hítachi ~ 
7100 pump. S-Hf was detected amperometricaliy using ao 
ele<trocbemical derector (LC4C, Bioaoalytical SYSlents) by 
means oC a glassy carbon electrode with an applied potential 
oC +0.6 V versus an AflAgCl reference electrode. The S-lIT 
peak in the tissue e:mact was idemified by comparing elutioo 
times oC peaks in the extract with the elution time of a S-lIT 
standaro. The identity of the peak. in each sample was further 
verified by mixing a known amouot of me S-Hf standard wim 
lile tissue extracl A single symmetrical peak appeared that had 
the same elution time as me 5-HT standard and a height thal 

was equal 10 the heighr oC the presumptive 5-HT peak in the 
sample plus the added 5-lIT. The voltage-amperage curve 
generared by the presumptive 5-IIT peak was also compared 
with Ihat of the 5-1IT standard. The 5-HT peak in the extraer 
was quantified by measuring its height and comparing it with 
the peak hejghts obtained foUowing injectioos oC standard 5-
HT prepared ami analyzed me same day (Engbretson and 
Banelle, 1987). 

Dala anal)'sis 
5-HT content is reported per structure and per 

gwetmasstissue (J.Lgg-l). Chronograms were constructed as 
group means ± 1 S.E.M. To estímate the circadian rhythm íor 
every developmental stage, a single cosinor analysis (Halberg 
et al., 1977; Nelsoo et al., 1979) was perfonncd upon the 
groups of individual data. Only data ohtained from animals 
exposed 10 cootinuous light were analyzed by cosinor. The 
software program DISPAC (Digital Analysís Applied lO 
Chronobiology) devcloped al Instituto de Fisiología Celular, 
Universidad Nacional Autonoma de Mexico (Aguilar-Roblero 
el al., '997) was used. On tJ¡e basis of a test pericx1 (t), cosinor 
analysis adjusts data 10 a sinusoidal curve and provides an 
objective test of whether the amplitude of the rhythm differs 
from zero, i.c. wheth.er the rhythm is validated for an assumed 
t. This method proVides descriptive estimators for a number 
of different parameters of a rhythm, te. acrophase, mesor, 
amplitudc aod perceotage of rhythmicity (PR). Acrophase is 
the erest time of the best-fitting mathematical function 
approximating the data; mesor (M) is tite value about which 
oscíllation occurs: when rhe interval of time between data 
sampling is COOSlabt it equals me arithmetic mean oC the 
rhythmic oscillation. Henee in me present work it corresponds 
ro tite arithmetic mean of me rhythmic oscillation of 5-lIT 
controt over 24 h. The perlad is tite durarlon oí one complete 
cycle oC me osciUation and it is expressed in units oC time, 
hence the mesor is oot the mean perlad Dor it is the mean of 
amplirude oC the cosine functioD. The forn131 definition of 
mesar is the rhythm.adjusted mean (Reinberg and Smolensky, 
1983). In the cosinor method, ampUtude (A) is equal to half 
Úle dífference between tite highes[ and lowest values ol tite 
oscillation, i.e. it is the crest-to-uough difference, and the 
percentage of rbythmicity (PR) is the percentage of the data 
included within me 95 % confidence limits of me best-fitting 
cosine function (Reinberg and Smolensky. 1983), The cosinor 
test aUows objective testing of the hypothesis that the rhythm 
amplirude differs from zero using different trial perlod 
leogths. Severa! periods were tested to analyze whether the 
temporal profiles observed in both structures studied under 
constant conditions were indeed circadian in all stages of 
developmenl 

Results 

ldentity of serotom'u 

Analysis of the extracts oí crayfish brain and eyestalks 
revealed Ihe presence of a substance that oxidized at +0.6 V 
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aud clutcd al lhe same Lime as Úle 5-HT standard (mean eluLion 
time = 9.36min). In addition, a single, symmctrical and 
addiúve peak was observed Whcrl an external standard of S-lIT 
Wil5 addcd lo !he acid extracts in each injecLion (ñg. 1). Thc 
voltagc-amperage curve generaled for lhe S-HT standard and 
the prcsumptive peak in !he sample wefe also identical. 00 tbe 
ba.\is of these critena, the peak was identified as 5-HT. 

C"aJlg~s ¡tllhe crmlenl oJ ,terolollin. during del'elopmelll 
The amouot of S·HT in lhe lissues assayed changed over!he 

course of a day, and lhcchanges weresimiJar whether lhe5-HT 
cORlent was cxprcsscd pcr structure or per g wet mass tissue. 
TIte rl!Sull5 describcd hcrc are usuatty giveo as 5-HT contenl 
(lCf g wc( mass tissue. S·HT is present in both braill and 
c)'cstalks. at leasI Crom the second postembryonic stage, and 
circadian and ultradian changes in the conlent oí this 
monoanline were observcd under constant light conditions at 
all three SLages of dc\·elopmcot. The S-HT content oC the brain 
(mean under LO and LL conditions = 0.581±O.36Ilgg-l) was 
always highcr (bao lbal of the eyestalks (mean under LO and 
LL conditions = 0.299±O.ISJ.l.gg-1). 

In P02 crayfish. S-HT content fluctuares with adaily rhythm 
under both LO and LL conditions (Pig. 2). In the eycstalks 
(Fig. 2M, me time oC maximalS-HT conteot was found during 
!he darl< penod at 2O:00h wi!h a value of O.491±O.07 ¡tgg-I. 
while the peak in lhe brain occurred during the light perlod at 
12:OOh (O.642±O.21 J18g-I) (Fig. 2B). Aftcr72h of continuoos 
dim lighl, the peak. in S·HT content in tite eycstalks (Fig. 2e) 
movc:d to 16:00h, suggesting Ihat Ibe rhythm runs free. 
Conversety, the peak in me brain (fíg.20) remained at 
12:00h, indicating a period ('t) very clase oc equal to 2Ah (see 
Table 1). A slight shift in phase would not have been detected 
by !he sampling meihod use<! in this study. Table 1 shows a 
single cosinor analysis of the oscillations in S-lIT conten! in 
the bra.io aod cyesta.1ks. ThisreveaJed thattheclearestcircadian 

Ag. 1. (Al Cbromalograms of 20g extemal 
.Wldarrl. 5-hydroxytryptamioe (5-HT). 
(8) HPLC of 3D acid extract ofadult cray:6sh 
eyesla1ks. (e) Separation oC the same acid 
extrael mu.ed with l ng of ell:.ternal standard 

5·IIT. Afrows iodicate time ofinjectioo; tops 
oC peaks have been cropped in B :and C. Por 
dctails • .see Materials and methods. 

A 

rhymm was in the brain of P02 animals, and it casiJy fined a 
24 h period (perccnLagc of rhylhmíclly 92.6 %). The acrophase 
of J 1.66 h is very c10se lo lbat secn in me chronogram. 
Intcrestingly, al mis stage of developmenl, the 5-HT peak in 
me brain always occurrcd before the peak in the eye, i.c. 8 h 
altead under LD condilions and 4 h ahead under LL conditioos. 
Cosinor analysis of the rhythm in thc eye under constant lighl 
condítioos revea1cd a bimodaJity with a perlod of 12 h and an 
acrophase at 4.71 h (Table 1). 

Temporal changes in S-HT conrent under different 
condítions of iIIuminatioo in the eyesLalks and brain oC juvenile 
crayfish are shown in the chronograms in Rg. 3. Under LD 
conditions (Fig. 3A.O), both structures showed a c1ear rhythm 
in the amounr of S-HT present per gwetmass tissue. 10e 5-HT 
content underwent an initial rise during the light penod, which 
is morcevident in the eycslatks, peaking at 12:00 h then fallillg 
to minima! values by the onsel of the scotophase at 20:00 h. 
During the nighI, 5-HT contenl rose agmn lO rcach a maximal 
vaJue in both structures al 04:0011. Maximal S-HT contenl 
was 0.276:tO.07Jl.-gg-1 in the eyestalks (Fig.3A) and 
1. 175±O.25Jlgg-I in the brain (Pig.3B). One of the two 
harmonic peaks seen under LO cycles in the eyestallcs pcrsistcd 
undec continuous illumination. Chronograms show the peak of 
5-HT at 08:00h with a maximal value of 0.453±O.16¡tgg-1 
(Fíg. 3C). Cosmor anaIysis suggests Ibis oscillation has a 
rhythm wi!h a penod of 24.5 h (pen:entage of rhythmicity 
63.1 %. acrophase in 1O.87h) (rabIe 1). Conversely, the 
chronogram of S-HT content in the brain under LL conditions 
shows a clear bimodal rhythm with a peak al 12:00 h 
(O.802±O.36J.1gg-l) (Fig. 3D). The results of cosinor analysis 
confirmed the bimodal osciUation and suggested it has a period 
of 11 h (percentage of rhythmicity 39.2 %, acrophase in 
9.77h). Comparisons of the fluctuations of 5-HT in both 
structures reveal thal unda LO cycles, (Fig. 3A,B) the 
maximal 5-HT content was found at tIte same time of day 
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(04roh). The HIT cooteo, did not peak al <he same time in 
<he "oo .1rUcttIn:s uocIcc lL rooditioos (Fig, Je,D). 

Changos in S-lIT conteo, in the eyestaIks and brain oC adult 
crayti,sh under LD "'" depicted in Fig. 4A,B, Maximal S-lIT 
conteo, oC bodt .1ructlII<s occurred in the ligh' period, bo, the 
peak in the brain (12rob) occurs 4b in advance of the peak 
iD <he eyestaIks (16:00b), BoIb structures ,bow a second S-Hf 
peak during <he scotopcriod, After 72h oC continuou. 
illuntination. osciIIatioos peni" in boIh S/nICtUres (Fig. 4C.D). 
bu' a Ihin! peak of S-Hf concentratioo appears in Ibe brain, 
The maximum OOIICCntralÍon oC S-lIT in Ibe eyestaIks and brain 
(O.48±O.l411g¡r' in <he eyestalk and O.8±O.3911g¡r' in the 
brain) occurs al <he same time oC day (OO,OOb) (Fig.4C.D). 
The bimodaf fluctuation in S-HT content in tite eye was 
confInned by cosioor anaIysis (Table 1). The osciIIations bes, 
6'!<d a period of lO.5h (pen:enrage oí mythmicily 64,8 %) 
with an acrophase oí 4.48 h. Cosinor analysi$ of the brain 
chrooogram showed the osciIIations bes, fitted a trimodal 
mythm witb a period of 93h (peI:t:enrage oC mythmicily 
11.2 %). and an acrophase oC 6.6gh. The statisticai 
significance of die Buctuatioos in S·IIT calculated by casinor 
analy,i. was bigher in P02 anima1. (P<lJ.02S) and in adul, 
animal, (P<O.l), 

TLme of day (h) 

Discu.ssion 
TIre results of me CUITen[ study demonstrate circadian 

changes in the oonceotration oC 5·HT in the brain and the 
eyestalks of crayfisb Procambarus clarkii from the second 
postembryonic instar througb to adulthood. The rbythm 
appears to be endogenously driven, since it continues to run 
free under continuous light conditions. Thesc observations 
indrcate that a functionaJ pacemaker coupled to the 
serotooergic system is active in crayfish at the time oChatching. 
The developmcnt oC 5·1IT immunoreactivity in different parts 
oC the brain oC the crayfish Cherax destructor has becn srudied 
(Sandeman and Sandeman, 1990). These authors reported that, 
by the seoond postembryonic stage, nearly alI the Cearures oC 
che adult serotoitecgic system are presento Out biochemicaJ 
findings indicate mat 5·lIT is also present in Procambarus 
clarkii at this age. Daily changes in 5·1IT immunoreactivity in 
Procambarus darkü eyesta1ks, maintained in 12h:12h L:O 
during development, have previously been reported 
(Escamilla-ChímaI et al., 1998). The biochemica1 results 
reported here confirm and extend this earlier work. 

The regionaJ disIribution and concentration of 5·HT in 
central nervous organs of adult crayfish from a different genus 
have bren well studied (Elofsson et aL, 1982; Kulkarni and 
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Table l. Single cosinor anaIysis oJ chronograms of 5~lfI levels in eyestaJks and brain. extrocls ¡rom crayfoh 01 dijferent 
developmentaJ stages after 72 hnurs 01 cominuollS ilfumination 

PeciO<! or M"",r Amplitude Acrophase PR 
Fogures t (b) (¡tgg-I) (¡tgg-I) (b) (%) 

1'02 2e Eyestalks 12 053S±O.045 0.130 4.71 583 
24 O.53S±O.053 0.108 14.64 40.1 

20 Brain 12 O.968±O.314 0.214 11.98 1.2 
24 O.968±O.O88 0.168* 11.66 92.6 

JuveniJe 3C Eyestalks 12 O.264±O.O51 0.089 9.22 33.8 
24 0.264±O.039 0.119 10.60 60.6 
24.5 O.264±O.038 0.119 10.87 63,1 

3D Brain II O.504±O.073 0,131 9.71 39.2 
12 0504±O,080 0.123 10.47 28,6 
24 0504±O.084 0.105 1359 20.6 

Adull 4C EyestaIks 105 0,295±O,045 0,121 4.48 64.8 
12 O.295±O.O59 0.117 1.66 39.6 
24 O.295::tO.063 0.103 19.47 3Q.6 

40 Brain 9,3 O.420±0.O71 0.337·· 6,68 71.2 
12 0,420±0.124 0.116 1.17 12.8 
24 0,42O±O.l28 0.079 0.42 5.9 

Valuesare takeo rromdata shown in Figs 2-4. 
Amplitude díffetlsignificantly from uro: *F=18.880. P<O.025; "F=5.627. P<O.1. 
Mesor. a:rithmetical meaD oC tbe adjusted mythm. 
PRo petcclItage of dJ.ythmicity. 

Fingerman, 1992; Saodeman et al,. 1988. 1995a,b), lo me 
crayfish Procambarus clarlci. Kulkami and Fmgerman (1992) 
and Rodríguez-Sosa et al .. (1997) ha.o measured !he ro<aI 
content oC S-lIT. as determined by HPLC. In brain and 
Cl'esta1ks. The nwge oC S-lIT content fouod by mese authors 
was 0.0S4-1l,168¡¡gg-1 wetmasstissue. 1be val ... report<d in 
!he _1 work are higher !han !hose report<d by Kulkarni 
and Fingennan (1992) and Rodriguez-Sosa et al. (1997). but 
similar lo !hose report<d by <lIhers (Elofsson et al. 1982), 
lnccrcsti.agly. lite 5~HT conceatratioos expressed per 
wel mass tissue wcre always higher in the youngest animals, 
and S-lIT may have an additiooal role as a differentiation 
regulalOf " this age (Goldbe<g and Katec. 1989), lo Crustacea 
in particular, theS~1IT -cootaining dorsal giant neurons (DGNs) 
play an ímportant role in the devefopment of brain structures 
(Dentoo et al., 1997). We show Ibat the S~IIT content has a 
dislinct tbythm al lhis age. 

In eyestalks froro animals maintained uoder ID conditions, 
the Huctuatioos in S~IIT showed a bimodal panero at all dtree 
stages studied. During development, the highest level of S-HT 
was observed dwing the dark perlad. but in tbe adult, the 
highcs! leve! occum:d during !he light perlad, as has beea 
reponed elsewhere for LL conditions (KuIkarni and 
Fingenna,n. 1992). The rbythmic changes in S-HT 
concenuation in the brains of P02 and adult anima1s 
maintained under a ID cycle are similar to those reported fOl" 
lile brain aod suprachiasmatic nucleus (SeN) of nocturnal rats 
(Campagnan aud lnouye, 1994), with tbe highest levels 
mcasured during tire lighr penad aad the nadiroccurring during 

die dark periodo Interestingly, under constant light cooditions, 
P02 a.nimaI.s showed a unimodal circadian pattero in both 
structur.es swdied. and this changed ro a bimodaI pattem jn the 
juvenile and adult stage. Cosinor anaIysis tevealed tbat, in the 
P02 ani1l1llls. !he most significant rbythm (In me brain) had a 
period of 24h (P<O,025), The 24h rbythm diminishes In 
significance in the juvenile and adult animals, as rhythms wiili 
a period of9h and 12h emerge. These resuJts suggest mere is 
a progressive appearance of ultradian bouts, underlying a very 
damped circadian component not easily detectable by the 
sampling method and the statistical anaIysis employed. Ir oue 
interpretation is correcto aJJ tbe aboYe could be tite result oC 
either the acuoo of a circadian oscillator upon central 
mechanisms detennining periodic pulsatility in the synthesis 
and storage cf S-Hf and in ies reJease and metabolism, oc of 
periodic variations in target..organ response. ¡.e. brain 
eyesta1ks. as has been proposed for sorne neuro-endocrine 
rbythms in mammals (Haus el al,. 1998), 

The rhylhmic change in 5-HT reported here is important in 
understandíng tite role of the serotonergic moervation oC the 
cerebral ganglioo (Sandeman and Sandemart, 1990; 1998), a 
putatlve locus of pacemaker osciUalors in Procambarus c1arldi 
(Pago and Larimer. 1975; Barrera-Mera and Block. 1990) of 
the S-lIT ceO bodies and axons in the four nelU'Opils oí the 
eyestaIk gangUoo (Elofsson, 1983; Rodóguez-Sosa et al., 
1997), and of tryptophao hydroxylase im.munoreactivity in fue 
retina (&camilla-Chímal et al., 1998). Electrolytic Jesions of 
neuropils andJor neurons in the medial protocerebrum where 
dorsal giant nemons project jn other species (Sandeman et al., 
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1995a,b) causcd changes in !heciJcadian rhytlun of aclivity in 
juvenileProcambanuclattii (C .... n:víew, """ Fanjnl-Mol«, 
1999). 

lo vertebrales, Ihen: is a good conelalion between !he 
activity-rcst cycle aud tbe circadian variatioo of S-lIT (fOl' a 
review. see Rcdfem. 1996). The results of tbe current study 
seem lO confum Ibis correlatioo foc Crustacea. The 
development ud ch.aracteristics of !he S-lIT rhytlun shown 
in the pesent wotk and tbe motor activity rbythm of crayfish 
dcscribed prevíously (Fanjul-Moles el al., 1996, 1998; 
Miranda-ADaya ud Fanjul-Moles. 1m) an: similar. P02, 
juveoiJe and OOult stages show a uoimodaI activity rhythm 
lhat runs free and synchronizes 10 ligbt with cndogenous and 
exogeoous peaks. which depends OD the development of fue 
eye (Fanjul-Mo1es el al., 1998). The endogenous peak in tbe 
activity rhythm could be related to the endogenous S-lIT peak 
mal appears early in deveJopment. 11 is possible to speculate 
lha! lhis circadian 5·HT peak could reftect changes in the 
activity of serotonergic neuroos in brain tbat are related 10 the 
panero oC crayfish behavior. The release of 5-HT in response 
to elecuicaJ stimulation (Rodríguez-Sosa et al.. 1997). 
logether with changes in the electrical activity of the 
serotoncrgic neurons. have been reported in different species 

r .... olday(b) 

of crayfish (Sandeman and Sandeman, 1994; Sandeman et al., 
1995.). 

The temporal development of!he e1e<troretlnogram rbythm 
seems to be related to tite bimodal and trimodal increases of 5-
lIT found in bodt brain and eyestalks. The oeuroeodocrine 
mecIuIlIisms undedying !he cireadian rhytlun in 
electrorc<inogram amplirude in adult cmyfish an: complex (for 
a review. see Aréchiga et al, 1993). The circadian secretion of 
differcot neurohormones may affect the sensitivity of tbe eye. 
Some of th«e endocrine rbythms have !heir zenitb during !he 
nigb~ others during !he day, bot bnth types of rhythm can be 
modulated by S-lIT. The relationship between S-lIT, ligllt ud 
sorne of lhese honnones has been documeoted (Kulkami and 
Fmgerman, 1m). It has been proposed lbat tbe late maturnlion 
of me electtoretinogram rltythm depends 0lJ me matunuion cf 
the X organ-sínus gland axis. wbich contains neurons frem the 
brain (Fanjul-Moles et al., 1987; Fuentes-Pardo et al., 1992). 
Another honnone thal could be related to this rnythm is 
melalonin. RecentIy, circadian Ihythms of melatonin and 
serotonin-N-acetyltransferase have been reponed in adult 
crayfisb eyestalks of Procambarus clarkii (Agapito et al., 
1995). The synthesis of metatonio from S-HT has not been 
explored in crayfish. However, ontogenetic studies on the 
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melaIooin rby1hm in vertcbmlcs revealed tIuI11he first elemen. 
10 develop is tbcclock functioo iD tbesupncbiasmaric bucleus, 
ltId ooe of the Lut elemenlS lo develop is the eozymatic 
copobility of the pioeaI gland lo <oov ... N-ac<tyl-serotonín lo 
meIa!ooin (rar a review, ... Klein, 1993). In aaylisb, the 
.yntheti<: macIIioeIy rar meIa!ooin mus< be in the eye. The 
«tina ltId X orgm-<ínus Sland &lis have beco proposed as 
.yntheti<: Ioci (Agapilo .. al. 1995; Balzcr el al, 1m). 
Obsetvalioos from • (RYÍOus study or ttyptopban 
byoo,.ylase.Jikc imInmIcreacIivity indicale tIuI1 S-lIT 
5ynthesis must oca.tr in the retina (Escamj1Ja.añmal et al, 
1998); bowcver, 5.1IT aemoos from the brain innerYate !he 
meduHa rmnínaIis o<ar <be X "'San wbea; pinealocyte-Iike 
colls have beco reponed (Elorr ... ltId LaIce, 1971). Further 
studi.. oc the tomporaI ín....,tioes betweeo S-lIT and 
differeo. eodocrinc rbytbms durinS craylisb octogeny may belp 
explain the Ia!e developmeo, of!he e1eclroretinogram Ihy1hm 
iD this animal. 
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