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. RESUMEN

En este trabajo se investigaron los cambios circadianos en el contenido de 5-
hidroxitriptamina (Serotonina, 5-HT) durante el desarrollo del acocil Procambarus
clarkii, en dos estructuras propuestas como marcapaso: el ganglio cerebroide y los
tallos oculares. Acociles (W=298) de tres estados de desarrollo fueron divididos en
dos grupos: 1) Animales sincronizados a cicles luz-oscuridad 12:12 durante 10 dias;
2) animales sincronizados del mismo modo y enseguida cxpuestos a 72 h de
iluminacién continua tenue. Los animales de ambos grupos fueron sacrificados a
diferentes horas del dia y enseguida se extrajeron los tallos oculares v el cerebro de
cada uno. En ambas estructuras se cuantifico el contenido de 5-HT por
Cromatografia Liguida de Alto Desempefio (HPLC) con deteccién electroquimica.
En todos los estados de desarrollo, el contenide de 5-HT (expresado por peso
himedo como pg g’l) mostrd variaciones diarias en ambas estructuras analizadas. El
contenido de 5-HT también fue expresado por estructura y en funcion del contenido
de proteinas 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 ug g) que en los tallos oculares (0.337 + 0.021 pug g'). 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
facilmente detectado. Se discute la relacién 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 enddgena, siendo la expresion de al
menos, un oscilador o grupo de osciladores relacionado con ¢l sistema serotonérgico
que es funcional desde el segundo estado postembrionario.

[P¥)
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ABSTRACT

The current study reports developmental circadian changes in the content of
5-hydroxytryptamine (Serotonin, 5-HT) in two structures proposed o contain
pacemakers in crayfish Procambarus clarkii: 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 cycles for 10 days; (2) animals
entrained as described above, then exposed to 72 h of continuous dim light. Crayfish
from both groups were sacrificed at different fimes of day, and the cerebral ganglion
and the eyestalks of each were assayed for S-HT by reversed-phase High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) with electrochemical detection. In all
stages of development, 5-HT content (expressed as pug g’ tissue wel mass) showed
daily variations in both structures analyzed. The 5-HT content was also expressed
per structure and per protein content. Rhythms continued to free-run under constant
illumination, and total 5-HT content was higher in the brain (X + SEM, 0.655 +
0.039 pg g') than in the eyestalks (0.337 + 0.021 pg g'). As development
proceeded, rtesults indicated that pulsatile variations in 5-HT content are
superimposed in a very damped circadian component not easily detected in this
work. The relationship between the 5-HT rhythm and electroretinogram and motor
activity rhythms during development is discussed. There are daily changes in protein
content which deserve further studies. It is concluded that the rthythms of 5-HT
content observed, emerge endogenously from the expression of at least one
pacemaker oscilfator coupled to the serotonergic system, and functional from the
second postembryonic stage.
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li. ANTECEDENTES

1. El relof biolégico: Una adapfacion para medir ef tiempo

Los ritmos bioldgicos son la expresion 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 biolégico, ha evolucionado en
intima relacion 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 (L.O) es la
principal referencia temporal con que el reloj bioldgico ajusta cotidianamente sus
oscilaciones, las cuales son peneradas enddgenamente. De esta forma, el reloj
biolégico es capaz de mantener una adecuada correspondencia entre el tiempo de las
funciones intemnas y el tiempo externo, fendmeno conocido como sincronizacion.

Por lo anterior, es evidente que la funcién adaptativa del reloj bioldgico sélo
puede entenderse a partir de su interaccion cotidiana con los ciclos del ambiente;
pucs sin éstos, las oscilaciones circadianas (aquellas que completan un ciclo
aproximadamente cada 24 h), no podrian asegurar que los diversos procesos
fisiolégicos ocurrieran en los tiempos mds adecuados para el organismo.

De lo anterior se deduce que la evolucion de los ritmos circadianos tiene una
importancia fundamental en la historia de la vida en la Tierra. La ritmicidad
circadiana esta presente a lo largo de toda la escala filogenética. Evidentemente, una
caracteristica tan conservada es muy importante para la vida (Castaiidn-Cervantes,
1996). Por lo tanto, la ritmicidad circadiana ha sido el campo de estudio preferido
para investigar el funcionamiento del sistema biolégico de medicién de tiempo. Sin
embargo, ¢l conocimiento de los mecanismos que pudieran explicar cémo funciona
el reloj bioldgico es todavia limitado.

La cronobiologia, es una disciplina relativamente reciente y ha sido muy
dificil pasar de la simple descripcion de fenémenos ritmicos a la estructuracion de
modelos que expliquen los mecanismos implicados en el funcionamiento de este
sistema complejo de osciladores en permanente interaccion con los ciclos del
ambiente.

Tradicionalmente, un estudio fisiologico que intenta abordar el problema del
origen de las oscilaciones circadianas, intenta identificar estructuras especificas
responsables de las oscilaciones en algion lugar dentro del organismo (Reinberg y
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Smolensky, 1993). Estas estructuras, identificadas como el reloj, son capaces de
generar las oscilaciones endogenas, transmitir las sefiales de tiempo a otras partes
del organismo (funcion de marcapaso), y ademds, sincronizarlo con el ambiente
{Aguilar-Roblero, 1993). Con esta aproximacion, en los vertebrados por ¢jemplo,
estructuras como la retina (Tosini y Menaker, 1998), el complejo pineal
(Underwood, 1989, 1992; Tosini y Menaker, 1995; 1998) y el nicleo
supraquiasmatico del hipotalamo (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972)
han sido descritas como relojes bioldgicos independientes, capaces de generar
ritmos circadianos en condiciones de aislamiento del resto del organismo y libres de
sefiales temporales externas.

La identificacién de estas estructuras, ha comenzado a dar luz sobre los
mecanismos que determinan el funcionamiento del reloj bioldgico. Sin embargo,
para comprender mejor como funciona este sistema, es necesario complementar las
aproximaciones experimentales anteriores. Esto es posible a través del estudio del
desarrollo de los sistemas circadianos, que como se dijo, son los sistemas mds
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 como el sistema biolégico de medicion
de tiempo (varios osciladores) trabaja coordinadamente y cdmo esta coordinacian 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
anatomicos, neurofisiolégicos y neuroendocrinos implicados en el desarrollo y
activacion de estructuras y funciones que proveen al organismo de un sistema de
organizacion temporal durante su cicle 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 cfectos de la pérdida de organizacién 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 biologico emerge y
comienza a comunicarse poco a poco hasta alcanzar su grado de madurez, tanto en
estructura como en funcion (Castafion-Cervantes, 1996).

Para estudiar la forma en que surge una funcidn ampliamente conservada
como la ritmicidad circadiana, es importante elegir modelos biologicos que permitan
abordar los problemas que buscan resolverse. Los invertebrados, son animales
menos complejos estructuralmente, con sistemas nerviosos mas pequefios y con
menos neuronas que los veriebrados. 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 lobulo éptico de Procambarus
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clarkii (Sanchez y Fuentes-Pardo, 1977, Larimer y Smith, 1980), han sido
caracterizadas como posibles sitios de localizacién de relojes biolégicos. Por lo
tanto, estos animales representan una buena opcién para la investigacion de los
mecanismos que van derivando en el funcionamiento coordinado del reloj biolégico
durante el desarrollo de un organismo.

En el estudio de la ontogenia de tos sistemas circadianos de los invertebrados,
un aspecto importante se refiere a la relacion entre la aparicion 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
sincronizacion de éstos (Davis, 1981). Es durante el desarrollo, que las vias de
acoplamiento entre las diferentes partes del sistema van madurando y entrando en
contacto cntre si para funcionar finalmente de manera adecuada. Si aceptamos que el
sistema circadiano cambia durante ¢l desarrollo, cabe ahora preguntarse, ;qué es lo
que causa estos cambios?; ;qué determina la estructura especifica del sistema?; por
ejemplo, jqué determina que como adulto, un animal sea diurno o nocturno?.
{Podemos asumir que la organizacion temporal de un adulto es propiedad emergente
de un sistema determinado genéticamente, o acaso, ¢l ambiente también influye al
darle forma?. Al igual que ocurre con el desarrotlo anatémico, es claro que ambas
partes dan forma final al sistema, ya que hasta cierto punto, cambios en el ambiente
pueden alterar €l desarrollo de un reloj o marcapaso circadiano. Por ¢jemplo, en la
cucaracha Leucophea maderae, la expresion de ritmicidad circadiana, no requiere
exposicidn previa de los animales a ciclos LO de 24 h, sin embargo, si durante la
etapa larvaria, €l sistema es expuesto a ciclos LO diferentes de 24 h, el periodo del
ritmo en oscilacién espontdnea dependerd de las condiciones de iluminacion a las
cuales haya estado expuesto durante el desarrollo (Page v Barret, 1989).

En muchos animales, pero particularmente en los invertebrados, una
caracteristica importante es la adquisicion de independencia locomotora
practicamente desde ¢! momento del nacimiento. Debido a que es relativamente
sencillo detectarla, esta conducta ha sido ampliamente investigada en el estudio del
desarrolio de los sistemas circadianos. En este sentido, se¢ han descrito algunas
caracteristicas 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
acocit (Fanjul-Moles ef al., 1996; Miranda-Anaya ef al., 1997; Fanjul-Moles et al.,
1998). Este tltimo, ha sido un modelo tradicionalmente empleado en cronobiologia.
En afios recientes, dos ritmos circadianos en el acocil: 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 mas importantes de este trabajo.
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3. Onlogenia de dos ritmos circadianos en el acocif

Durante el desarrollo del acocil Procambarus clarkii, diferentes ritmos
circadianos se expresan con diferente curso temporal.  Los ritmos del
electrorretinograma y actividad locomotora se manifiestan en diferentes etapas del
desarrollo y algunos pardmetros, por ¢jemplo, el periodo y las relaciones de fase que
se establecen con los ciclos 1O son muy diferentes entre ambos ritmos, Por lo tanto,
es probable que estos dos ritmos con tiempos de maduracion distintos, sean la
expresion 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 (Castafion-Cervantes ef al. 1999). Algunas de las
investigaciones mas recientes sobre la ontogenia del ritmo circadiano del
electrorretinograma y del ritmo locomotor (Escamilla-Chimal et al. 1998; Fanjul-
Moles, 1998) han sugerido que el funcionamiento del oscilador o los osciladores
subyacentes, podria ser modificado por la presencia de neurohormenas y/o
neuromoduladores.

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

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 ia ontogenia, el electrorretinograma de P,
elarkii cambia. Durante las primeras semanas de edad (Fig. 1A), los animales
manifiestan un ritmo con frecuencia ultradiana con periodos de entre 15 minutos y 4
horas. Al avanzar el desarrolio, y cerca de los 60 dias de edad (Fig. 1B), yaes
evidente un ritmo manifiesto con caracteristicas circadianas, aunque adn distinto al
del un animal de aproximadamente 140 dias de edad (Fig. 1C), que presenta un
ritmo circadiano tipico de un animal de habitos nocturnos (Fanjul-Moles et al.
1987},

En el adulto, los mecanismos neuroendocrinos que determinan la expresion
del electrorretinograma son complejos (Aréchiga ef al. 1993). Se ha propuesto que la
secrecion circadiana de diferentes neurochormonas podria afectar la sensibilidad del
0jo a la luz (Aréchiga et al. 1990; Garfias ef al. 1993). La amplitud del
clectrorretinograma de un animal adulto depende de las caracteristicas fisiologicas
de tres tipos de estructuras: 1) cambios en la ganancia de los fotorreceptores
retinianos; 2) cambios en la posicion del pigmento proximal; y 3) cambios en la
posicion 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 cercbro y/o del mismo tallo ocular, como la 5-hidroxitriptamina
{serotonina, 5-HT) (Aréchiga ef al. 1990) y la hormona concentradora de eritréforos
(Gaus y Stieve, 1992; Garfias ef al. 1995), modifican directamente la amplitud del
elecirorretinograma y favorecen el movimiento de los pigmentos retinianos
accesorios. Lo anterior sugiere que la expresion tardia del ritmo de amplitud del
¢lectrorretinograma podria estar relacionada con fa maduracion del complejo drgano
X - glandula sinusal. Estd gliandula se encuentra entre la medulla externa y
terminallis del Iébuloe optico, y contiene fibras procedentes del cerebro (Fanjul-
Moles et al. 1987; Fuentes-Pardo ef al. 1992). Algunas de estas fibras contienen 5-
HT (Sandeman ef al. 19%0), y se ha sugerido que en los cambios observados durante
cl desarrollo del ritmo de sensibilidad visual, esta amina podria jugar un papel
importante (Escamilla-Chimal ez al. 1998).

(1]
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Figura 1. Desarrollo del ritmo de amplitud del electrorretinograma durante la
ontogenia del acocil. El ritmo cambia de uitradiano a partir de la eclosién (A) a
circadiano en el juvenil de diferentes edades (B, C). La edad en dias de cada animal se
indica a la derecha de cada panel. Modificado de Fanjul-Moles ef af 1987,
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5. Cambios en el ritmo de actividad locomotora durante el desarroflo

A partir de la adquisicién de independencia locomotora, el acocil P. clarkii
manifiesta un ritmo circadiano de actividad. Bajo condiciones de oscilacion
espontanea (aislado de sefiales externas de tiempo), este ritmo circadiano es
unimodal, y se expresa desde el inicio de la ontogenia. Bajo condiciones de
sincronizacion el ritmo focomotor es bimodal, manifestando un pico endégeno y uno
exdgeno, este Gltimo, aparece o no, dependiendo del grade de madurez del ojo del
animal (Fanjul-Moles er al. 1996; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997; Fanjul-
Moles er al. 1998). Probablemente ¢l cambio mas importante durante el desarrollo
de este titmo, es ¢l aumento en la capacidad de sincronizacién. Aunque ésta se
manifiesta desde la eclosion, los animales mas jévenes, tienen menor probabilidad
dc que este ritmo sea sincronizado por ciclos de luz (Fig. 2A), y ademas, tienen
menor probabilidad de expresar un ritmo locomotor evidente. Al avanzar el
desarrollo aumenta la probabilidad de manifestacion de ritmo circadiano y de
sincronizacion del mismo a ciclos LO (Fig. 2B). Estos ciclos pueden ser tan
asimétricos como por ejemplo, ciclos LO 20:4 (Fanjul-Moles ef al. 1998).

En el acocil adulto, y en estudios durante el desarrollo, la evidencia
experimental ha sugerido que ¢l 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 accion de alguna secrecion
0 neurotransmisor que pudiera inhibir ténicamente la actividad de las extremidades
ambulatorias, ya que la ablacion de los tallos oculares ocasiona un incremento de la
actividad locomotora, que no obstante, sigue manifestando un ritmo circadiano por
varios dias (Page y Larimer, 1976). Sin embargo, el control ritmico de la
locomocién del acocil es mucho mas complejo. Otras estructuras como los
conectivos circunesofagicos (Gordon et 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 ef al. 1990) parecen estar involucrados en
diversos grados en el controf de la actividad locomotora. Page y Larimer (1975)
demostraron que al aislar los centros toracicos motores del cerebro por medio de la
seccion de los conectivos circunesofigicos, 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 acoplaria a los centros locomotores
tordcicos a través de axones en los conectivos circunesofagicos.

Los fotorreceptores circadianos y las vias de sincronizacién involucradas en
la expresion ritmica def movimiento también han sido investigados extensamente en
el acocil adulto. Page y Larimer (1976), demostraron que los folorreceptores que
participan en la sincronizacion no estan localizados en fa retina, sino en el cerebro.
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Ademds, estos aufores han propuesto que los elementos neurosecretores del tallo
ocular no son requeridos para la expresion del ritmo locomotor, pero podrian
intervenir en la sincronizacion del ritmo por ciclos de luz (Page y Larimer, 1975).

A B
Dias Dias

1a 13 EEEE | 2 O N N
14 a 21 I © o 1 I

00:00  00:00 00:00 00:00 00:00 00:00
Hora del dia (h) Hora del dia (h)

Figura 2. Desarrolle del ritmo circadiano de actividad locomotora durante la ontogenia
del acocil. A) Ritmo locomotor de un animal en el sequndo estado postembrionario que
es circadiano pero no sincroniza a un fotoperiodo esqueleto. B) Ritmo locomotor de un
animal juvenil que sincroniza expresande dos componentes de actividad. Sélo uno de
ellos enddgeno, pues éste permanece en condiciones de oscilacién espontdnea
(flechas). Modificado de Fanjul-Moles et af 1998,

En los vertebrados, se ha demostrado la correlacién entre el ritmo de
actividad locomotora y cambios circadianos en los niveles de diversos
neurotransmisores como {a 5-HT (Redfern, 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, v 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 crusticeos (Sandeman ef
al. 1988; Aréchiga ef al. 1990; Benton ef al. 1997; Rodriguez-Sosa ef al. 1997),
estén involucradas de forma similar en la expresion temporal de la actividad
locomotora y que éste sea un factor que afecte el curso temporal de su
sincronizacién durante el desarrollo (Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997; Fanjul-
Moles, 1998).

6. Identificacion de neuronas serofonergicas en ef 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 crusticeos (Fingerman, ef al. 1974,
Fingerman y Fingerman, 1977, Aréchiga et al. 1990; Fingerman y Nagabhushanam,
1992; Kuikamni y Fingerman, 1992; Rodriguez-Sosa et 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 et al. 1993). Por otro lado, en P. clarkii, mucha de la
informacién sobre el sistema serofonérgico del tallo ocular y cerebro se refiere al
animal adulto.

Por ejemplo, en el acocil australiano C. destructor (Helluy et al. 1993), y en
P. clarkii (Escamilla-Chimal et al. 1998; Fanjui-Moles, 1998), el desarrollo
postembrionario del animal, estudiado en condiciones de laboratorio, es corto o
directo y pasa a través de dos estados postembrionarios (PO1 y PO2), durante los
cuales, los animales se alimentan de restos de vitelo y permanecen adheridos a ia
madre. Después de la segunda muda postembrionaria, emerge el juvenil,
sexualmente inmaduro, conocido como estado ADI, 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 tocomotora. Durante
este proceso ontogenético la 5-HT parece jugar un papel muy importante como
modulador del desarrollo. Particularmente, en €l cerebro de algunos crusticeos 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 ef al. 1997).

Cuando se ha llevado a cabo aproximadamente el 72% (entre 4 y 5 semanas)
del desarrollo embrionario de C. destructor, técnicas inmunocitoquimicas revelan
por primera vez, la presencia de 5-HT en neuronas dorsales gigantes del
deutocerebro, 16bulos olfatorios y accesorios, protocerebro medio, tritocerebro,
ganglios circunesofigicos y subesofagicos (Helluy ef al. 1993). En P. clarkii,




Oscar Castarién Cervantes, 1999.

estructuras homoélogas, que han sido propuestas como posibles relojes circadianos y
que al parecer tienen un desarrollo ontogenético similar, podrian ser importantes
para entender los cambios en la expresion temporal de los ritmos circadianos 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
fotorreceptores (Aréchiga er ol 1990). Algunas de estas fibras se dirigen también al
conjunto de células neurosecretoras del complejo drgano x - glandula sinusal, donde
la 5-HT podria modular la expresién de varias funciones (Rodriguez-Sosa ef al.
1997). Recientemente, se ha reportado que desde los primeros estados
posiembrionarios en P. clarkii, células de la retina manifiestan la existencia de
inmunorreactividad a 5-HT (Escamilla-Chimal er al. 1998). Estos autores pudieron
identificar la presencia de células inmunopositivas a la enzima de sintesis de la 5-
HT, triptofano hidroxilasa, lo que indica que la sintesis de esta amina ocurre en la
retina desde el inicio del desarrollo. Toda la evidencia experimental sefialada
anteriormente, sugiere que en P. clarkii ta 5-HT esta de alguna forma involucrada en
la expresion de diversos ritmos circadianos. Sin embargo, atn no es del todo claro
cuél es su papel y como cambia durante el desarrollo.

7. El papel de la serotonina en la expresién de rifmos circadianos

La 5-HT ha sido involucrada en los cambios ritmicos de coloracion, el
movimiento circadiano de pigmentos retinianos, el control de los niveles de glucosa
en la hemolinfa, la modulacion del desarrollo ontogenético, la ‘expresion de la
actividad locomotora, etcétera; y por lo tanto, es objeto de amplias investigaciones.

En este sentido, Ia 5-HHT ha sido propuesta como un modulador del
movimiento del pigmento proximal durante la adaptacion del ojo a la oscuridad
{Aréchiga et al. 1990). Ademis, se ha sugerido que la 5-HT induce la liberacion de
varias neurchormonas, como la hormona hiperglicémica en el acocil Orconectes
limosus (Keller y Beyer, 1968); las hormonas dispersoras de los pigmentos rojo y
negro en el cangrejo Uca pugilator (Fingerman y Nagabhushanam, 1992) v la
hormona estimulante de las gonadas en P. clarkii (Sarojini et al 1995). La 5-HT
involucrada en éstas y otras funciones ritmicas podria ser sintetizada en las neuronas
serotonérgicas localizadas en el tallo ocular (Aréchiga ef al. 1990; Rodriguez-Sosa
et al. 1997, Escamilla-Chimal er a/. 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 crusticeos. Fingerman ef al.
(1974) cuantificaron niveles de entre 7.38 y 7.63 pug de 5-HT por g de peso humedo
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en los tallos oculares y de entre 2.77 y 3.38 g g™ 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 varia siguiendo un patrén circadiano, donde
los niveles maximos se encuentran durante la noche y los minimos durante el dia.

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 «l. (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 pg g"'. Posteriormente, Kulkarni y Fingerman
(1992), empleando HPLC con deteccion electroquimica, deferminaron niveles de 5-
HT de entre 0.054 y 0.168 pg g en diversas regiones del sistema nervioso de P.
clarkii. Estos investigadores describieron el mayor contenido de 5-HT en el cerebro,
seguido en orden decreciente por los ganglios tordcicos, el ganglio subesofagico,
tallos oculares y cordén nervioso ventral. En este trabajo también se reportan
incrementos significativos en los niveles de 5-HT cuando los animales fueron
expuestos a tres dias de luz continua en un entormo color blanco. Finalmente,
Rodriguez-Sosa ef al. (1997), cuantificaron el contenido de 5-HT en los diferentes
neuropilos del tallo ocular del acocil adulto P. clarkii ¢ identificaron fibras
serotonérgicas que se dirigen hacia las células neurosecretoras del oOrgano x,
proponiendc que esta amina pueda jugar un papel importante comoe neurohormona y
neuromodulador de una multiplicidad de funciones.

Como se menciond, el curso temporal de los ritmos del electrorretinograma y
locomotor de P. clarkii es diferente. Sin embargo, en ambos casos, se ha sugerido
que la 5-HT, podria modificar la expresion temporal de estos ritmos, ya que, como
se ha visto modula la funcién de algunas estructuras directamente involucradas en
éstos. Por ejemplo, se mencioné que el movimiento ritmico de los pigmentos
retinianos accesorios, €s muy importante para la expresion del ritmo del
electrorretinograma (Fig. 3). El movimiento del pigmento proximal es disparado
como una respucsta 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 retraccién del
pigmento proximal a su posicion de adaptacion a la oscuridad, sin tener ningn
efecto sobre la posicion del pigmento distal (Aréchiga ef al. 1990).




Oscar Castafion Cervantes, 1899,

Fase
s hocturna

Fase
diurna ¢

Figura 3. Contribucién de los pigmentos retinianos al electrorretinograma (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 laluz alos
fotorreceptores y el ERG cae. En la fase nocturna, ambos pigmentos se retraen, la
captura de fotones por los fotorreceptores aumenta y el ERG sube. Pigmento
reflector (pr), célula retinular (cr), cérnea (co), membrana basal (mb), axdn {ax).
Maodificado de Garfias et af 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 liberacion de un
neuropéptido, la hormona dispersora del pigmento distal, cuya accion tiene como
consecuencia la adaptacion del ojo a la luz. El segundo reflejo seria disparado por la
oscuridad, mediado por la liberacién de otro neuropéptido, la hormona
concentradora de eritréforos, que favorece la retraccion del pigmento distal, y por lo
tanto, la adaptacion del ojo a la oscuridad. Al igual que la 5-HT en la regulacion del
movimiento del pigmento proximal, la hormona concentradora de eritrdforos parece
actuar en la modulacién de la sensibilidad de la refina en la fase nocturna del
electrorretinograma. Recientemente se ha demostrado que este péptido muestra un
ritmo circadiano en tallo ocular aislado (Rodriguez-Sosa ef al. 1994) medianic el
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cual ejerce una accion moduladora en la sensibilidad de los fotorreceptores y en la
retraccion de los granulos del pigmento distal (Garfias et af. 1995).

Ademas de un posible papel en la génesis de ritmos circadianos, la 5-HT
podria participar en los mecanismos de sincronizacién. Por ejemplo, se ha sugerido
que los marcapasos del ritmo de amplitud del electrorretinograma podrian ser de dos
tipos: el 16bulo éptico del tallo ocular para la sincronizacion unilateral y el ganglio
cerebroide para la sincronizacién bilateral (Aréchiga er al. 1993). Puesto que los
tallos oculares estan conectados al ganglio cerebroide a través del nervio éptico, una
serie de experimentos de ablacién y corte (Barrera-Mera, 1976; Larimer y Smith,
1980), parecen apoyar la hipdtesis de que la supresion de la accidn 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 sefiales circadianas, aunque haya un cambio de periodo y la
oscilacién sea de menor amplitud, es decir, parece persistir el marcapaso del lébulo
Optico en condiciones in vitro (Sanchez y Fuentes-Pardo, 1977), pere se requiere de
la accidn integradora y sincronizadora bilateral del ganglio cerebroide para mantener
sincronia entre ambos 0jos.

Se han sugerido dos posibles vias de sincronizacidén bilateral: una via
hormonal que posiblemente exista en el animal adulto intacto, puesto que los dos
pigmentos accesorios sefialados anteriormente responden a agentes hormonales
(Aréchiga et al. 1993), y una via neural, la cual se evidencia por la presencia de
fibras que corren a través del nervio Optico a la refina y hacen contacto con los
axones de los fotorreceptores retinianos. Algunos de estos axones contienen 5-HT
(Aréchiga ef al. 1990). Ademds, se ha reportado la presencia de 5-HT y de su
enzima de sintesis, triptofano hidroxilasa en células de la retina de P. clarkii
(Escamilia-Chimal ef al. 1998). Estas evidencias sugieren que la 5-HT podria estar
involucrada como neurchormona y ademas como neurotransmisor de esta via.

Las estructuras y neuronas serotonérgicas ya identificadas en P. clarkii y en
otra especie (Sandeman y Sandeman, 1990} podrian estar involucradas también en el
curso temporal de la expresion del ritmo circadiano de actividad locomotora. Se
conoce la participacion de fotorreceptores extrairetinianos que pudieran ser también,
fotorreceptores circadianos, en la expresion de diversas respuestas locomotoras. La
evidencia experimental mds reciente sugicre que en los mecanismos de origen y
sincronizacién del ritmo locomotor durante la ontogenia de P. clarkii, estan
involucrados fotorreceptores extrarretinianos (Miranda-Anaya y Fanjul-Moles,
1997; Fanjuil-Moles et al. 1998; Fanjul-Moles, 1998). Los fotorreceptores
extrarretinianos en el cerebro del acocil C. destructor que no se han localizado en 7.
clarkii podrian ser, fotorreceptores circadianos. Como se sefiald, en regiones
identificadas del protocerebro, se encuentran grandes neuronas serotonérgicas que
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juegan un papel muy importante como moduladores durante el desarrotlo (Benton ef
al. 1997). En P. clarkii, una serie de experimentos con lesiones electroliticas sobre
las regiones del cerebro donde podrian encontrarse estos posibles fotorreceptores
circadianos (Fig. 4), ocasionaron cambios en fa expresién del ritmo locomotor asi
como su abolicién en animales juveniles (Fanjul-Moles, 1998). Por lo tanto, es
probable que los mecanismos de sincronizacion del ritmo locomotor, 0 simplemente,
los mecanismos de generacion de patrones ritmicos de movimiento en P. clarkii
cstén regulados por la accién de neuronas serotonérgicas similares, o bien, por
posibles fotorreceptores circadianos extrarretinianos presentes en el protocerebro

Figura 4. Representacidn del ganglio
cerebroide {cerebro) de! acocil adulto.
Lesiones electroliticas en diversas
regiones del cerebro (principalmente
cercanas al ppc), ocasionaron cambios
en la expresién del ritmo locomator y
en algunos casos, la abolicion del ritmo
en  animales  juveniles,  Puente
protocerebral (ppc), lébulo accesorio
(la), [Sbule olfatorie (lo), neuropilo
antenal (na), neuropilo medio antenular
(nma), comisura deutocerebral (cd).
Modificado de Sandeman et af 1988.
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Itl, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De lo mencionado anteriormente, puede inferirse que el curso temporal
distinto de estos ritmos circadianos (amplitud del electrorretinograma y actividad
locomotora), tanto en su génesis, como en las caracteristicas de sincronizacion,
evidencia la expresién de al menos dos posibles relojes circadianos con diferentes
tiempos de maduracion (Fanjul-Moles, 1996), o bien, que las discrepancias
temporales reporiadas son consecuencia de tiempos de maduracién distintos entre un
s6lo reloj v las vias de acoplamiento entre los diversos ritmos.

El ritmo de sensibilidad visual de P. clarkii surge gradualmente como un
ritmo ultradiano con mayor sensibilidad 2 la luz durante el dia, que cambia durante
la ontogenia para volverse circadiano y con mayor sensibilidad a la luz durante la
noche (Fanjul-Moles ef al. 1987). En contraste, el ritmo de actividad locomotora se
manifiesta como un ritmo circadiano desde la eclosion del animal (Fanjul-Moles ef
al, 1998), pero su capacidad de sincronizacion a ciclos LO parece madurar durante
el desarrollo.

Existen regiones inmunorreactivas a 5-HT tanto en el cercbro (Sandeman y
Sandeman, 1990, 1994, 1998) como en el tallo ocular de P. clarkii (Aréchiga et al.
1990; Rodriguez-Sosa ef al. 1997; Escamilla-Chimal er ol. 1998), dos de las
estructuras propuestas como posibles relojes circadianos de los ritmos del
electrorretinograma y locomotor. Adicionalmente, un trabajo anterior de nuestro
laboratorio (Escamilla-Chimal et af. 1998), describié cambios ritmicos 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 ef al. 1987). Ademads, estos cambios podrian estar relacionados con las
variaciones reportadas durante el desarrollo en la sincronizacion del ritmo focomotor
(Fanjul-Moles ef al. 98), ya que lesiones electroliticas sobre estructuras que
probablemente contienen fotorreceptores extrarrctinianos circadianos y  vias
serotonérgicas involucradas en la sincronizacién del ritmo locomotor, modifican
fuertemente su expresién y capacidad de sincronizacién.

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

iV, HIPOTESIS

En P. clarkii, los ritmos circadianos de amplitud del electrorretinograma y
actividad locomotora son modulados, entre otros factores por la accidn circadiana de
diferentes neurotransmisores y neuropéptidos. Ambos ritmos presentan cambios
durante el desarrollo previamente reportados, que pudieran ser similares a
variaciones ritmicas en el conienido 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 relgjes circadianos se lleva a cabo por la
accidn sincronizadora y ciclica de algiin neurotransmisor o neurohormona. Si
existen variaciones ritmicas durante el desarrollo de un probable ritmo circadiano de
5-HT en el cerebro y los tallos oculares, estos cambios pueden arrojar informacion
preliminar sobre el posible papel de esta amina durante el desarrollo como acoplador
de estas estructuras.

V. OBJETIVOS

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

2. Describir la dinamica temporal del contenido de 5-HT de! cerebro v tallos
oculares durante el desarrotlo 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 informacion acerca del papel de la 5-HT como acoplador de estos posibles
relojes circadianos.
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modulacion de algunos de los ritmos circadianos posiblemente generados en estas
estructuras {Aréchiga, ef al. 19990). Por lo tanto, un ritmo enddgeno de 5-HT podria
ayudar a cntender algunos de los cambios descritos durante la ontogenia de ambos
ritmos circadianos y podria al mismo tiempo, dar informacion sobre el papel de esta
amina en cl acoplamiento entre los dos posibles relojes circadianos de este sistema.

IV. HIPOTESIS

En P. clarkii, los ritmos circadianos de amplitud del electrorretinograma y
actividad locomotora son modutados, entre otros factores por la accion 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 ¢l 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 lieva a cabo por la
accion sincronizadora y ciclica de algin neurotransmisor ¢ neurohormona. Si
existen variaciones ritmicas durante el desarrollo de un probable ritmo circadiano de
5-HT en el cerebro y los tallos oculares, estos cambios pueden arrojar informacion
preliminar sobre el posible papet de esta amina durante el desarrollo como acoplador
de estas estructiras.

V. OBJETIVOS

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

2. Describir 12 dindmica temporal del contenido de 5-HT del cetebro y tallos
oculares durante el desarrollo y describir si ésta presenta cambios similares a los
reportados durante fa ontogenia de los ritmos descritos en los antecedentes.

3. Analizar si las posibles variaciones ritmicas en las estructuras estudiadas pueden
dar informacion acerca del papel de la 5-HT como acoplador de estos posibles
relojes circadianos.
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modulacion de algunos de los ritmos circadianos posiblemente generados en estas
estructuras (Aréchiga, ef ¢f. 19990). Por lo tanto, un ritmo enddgeno de 5-HT podria
ayudar a entender algunos de los cambios descritos durante la ontogenia de ambos
ritmos circadianos y podria al mismo tiempo, dar informacion sobre el papel de esta
amina en el acoplamiento entre ios dos posibies relojes circadianos de este sistema.

Iv. HIPOTESIS

En P. clarkii, los ritmos circadianos de amplitud del electrorretinograma y
actividad locomotora son modulados, entre otros factores por la accion circadiana de
diferentes neurotransmisores y neuropéptidos. Ambos ritmos presentan cambios
durante ¢l 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
accion sincronizadora y ciclica de algiin neurofransmisor o neurohormona. Si
existen variaciones ritmicas durante el desarrollo de un probable ritmo circadiano de
5-HT en el cerebro y los tallos oculares, estos cambios pueden arrojar informacion
preliminar sobre el posible papel de esta amina durante el desarrolio como acoplador
de estas estructuras.

V. OBJETIVOS

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

2. Describir la dindmica temporal del contenido de 5-HT del cerebro y tallos
oculares durante el desarrolto 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 informacion acerca del papel de la 5-HT como acoplador de estos posibles
relojes circadianos.
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Vi. MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Para llevar a cabo este trabajo se utilizaron 298 acociles (Procambarus
clarkii) en tres estados de desarrollo: Adulto, juvenil y postembrionario 2 (PO2).
Los animales adultos fueron colectados en el estado Mexicano de Chihuahua,
mientras que los animales juveniles y PO2 nacieron en el laboratorio a partir de
acociles adultos colectados en la misma localidad y mantenidos bajo ciclos LO
12:12 con lineas de oxigenacién del agua independientes. La division en los tres
grupos de edad sefialados arriba, siguid criterios establecidos previamente (Suké,
1953; Sademan y Sandeman, 1990; Escamilla-Chimal ef al. 1998). Estos criterios
fueron: 1) PO2: acocil de 10 a 14 dias 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)
Adulte: 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 bioldgico 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 dias, mientras que los PO2 eclosionaron de madres
ast aclimatadas y permanecieron bajo estas condiciones hasta el inicio del protocolo
experimental.

2. Profocolo experimental

a) Grupo en condiciones de sincronizacion.

Del total de 298 animales, un grupc de 147 (48 PO2, 41 juveniles y 58
adultos), fue instalado en acuarios de 60 litros en nitmero no mayor a 10 animales
por acuario. Se colocaron ldmparas de luz blanca de 9 wats a 30 cm del fondo del
acuario. El encendido y apagado de estas lamparas era controlado por un reloj
interruptor automatico (Micronta, mod. E10694). La intensidad de la luz medida en
el fondo del acuario por medio de un fotometro (Licor, LI 189; L1 1938A, 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 tambi€n
sincronizados a ciclos LO 12:12, pero 180° desfasados con respecto al primero, ¢s
decir, la luz se encendia a las 19:00 h. Los animales, fueron expuestos a estos ciclos
de luz durante 10 dias y posteriormente fueron sacrificados a las 08:00, 12:00 y
16:00 h, tiempo que para los animales del grupo 2, que tenfan 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 [ampara
con luz roja. Con este disefio se cubrié 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 oscilacion espontanea.

Del total de 298 animales, los 151 restantes (55 PO2, 41 juventles y 55
adultos), fueron instalados en acuarios bajo las mismas condiciones sefialadas arriba.
Nuevamente se separé a los animales en dos grupos y se les sincronizé a ciclos LO
12:12 (normal e invertido) durante [0 dias. Transcurrido este periodo de
sincronizacion, se expuso a los acociles a 72 horas de luz constante tenue (100 1x)
para enseguida ser sacrificados a las 08:00, 12:00 y 16:00 k del cuarto dia en LL,
tiempo que para los animales del grupo en fotoperiodo invertido, correspondié a las
20:00, 00:00 y 04:00 h. Estas 72 horas de iluminacidn constante se contaron a partir
de] diltimo encendido de la luz; cs decir, a partir de las 07:00 del undécimo dia en
LO 12:12 normal, y a partir de las 19:00 del décimo dia en LO 12:12 invertido. El
esquema de la Figura 5 sintetiza €l protocolo experimental.
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N=298 acociles Procambarus clarki

— Aclimatacion
0700 1900 0700 10 ciclos
147 animales 151 animales
Tres grupos de edad Tres grupos de edad
P=48 J=41 A=58 P=355 J=41 A=55
Sincronizacion
| | 10 ciclos i
P=261=20A=38 P=22)=21 A=20 P=273=21 A=28 P=283=20 A=27
L0 12:12 OL12:12 . 1012:12 oL12:12
[— | s dia 10— e )
700 1900 0700 0780 1900 0700 G700 1900 O7000700 1900 0700
diall —— ]
. { ] I ]
cii;a Diseccion | x =% 3
* Diseccion fras 72 h en iluminacion continua
trt J 1 Il—oLuzmja . ! |
L1 T e, ;
08:00 12.00 16:00 20:00 00,06 04:00 L"68,00 72:00 16:00 20 00 00'00 04.00
pio] 81 9] 9i 8] 6; 8 pio] 9] 9] 9] ofio] 9
g4 8] 9] g 6{ 8 gl 9] 9] 9l 9] 10] 9
Tl 71 61 71 71 81 6 Jto| 6] 7] 81 7] 7] 6
gol 7161 71 71 81 6 gcy 6] 7l 8] 7t 1 6
Atol10] 121 16] 7| 6] 7 Atol10] 9] 9} g9f ¢ 9
gcj10] 12( 16 71 6] 7 gcj10] 9] 94 91 91 9

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

Figura B. Protocolo experimental. Los diferentes nidmeros en el esquema indican
cudntos animales de cada grupo de edad fueron incluidos en este estudio. Nétese que
de cada animal, se extrajeron siempre dos estructuras: tallos oculares y cerebro.
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Después de sacrificar a los animales por decapitacion, se extrajeron los tallos
oculares (retina y lobulos opticos) y el ganglio cerebroide o supraesofigico
{cerebro). La diseccion de ambas estructuras se llevd a cabo en solucién salina
helada (Van Harreveld, 1936), y particularmente en el caso de los tallos oculares,
fue necesario remover cuidadosamente el exoesqueleto, fos misculos oculomotores
y varias capas de tejido conectivo. Después de la diseccion se determind el peso
hiimedo de las estructuras que fueron inmediatamenie congeladas a —20°C para
posterior andlisis del contenido de 5-HT por HPLC con deteccidn electroquimica.
L.os dos tallos oculares de cada animal fueron pesados y analizados juntos.

3. Neuroquimica y cuantificacién de serofonina

Una vez extraidas y pesadas, las estructuras fueron colocadas en 200 pl
{Adultos) 6 100 pl (Juveniles y PO2) de solucion buffer de extraccion que consistio
de édcido acético al 8%, acido formico al 1.76% y 1mM de cisteina en agua
desionizada. El contacto de esta solucién con el tejido permitid que éste se
descongelara rapidamente. Una vez en Ia solucién de extraccidn, las muestras fueron
homogeneizadas manualmente con un homogeneizador de plastico-teflon, siempre
manteniéndolas en hiclo y protegidas de la luz. Enseguida fueron centrifugadas por
15 minutos a 12800 x g La pastilla fue suspendida en 100 pl de NaOH 1M,
colocada en el horno a 60°C durante una hora y analizada posteriormente para
cuantificar el contenido de proteinas totales por estructura de acuerdo con Lowry et
al. (1951}, Los sobrenadantes fueron colectados y filtrados a través de
microconcentradores de 0.45 pm (MWCO 3k) y se determind el contenido de 5-HT
por medio de cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC por sus siglas en
inglés) con deteccion electroquimica.

El sistema de cromatografia empleado consistio de un inyector manual
Rheodyne con un asa de inyeccion de 20 pl, una columna analitica (Supelcosit LC
18 con particulas de S5pm) de 100 x 4.6 mm, conectada a una precolumna de 30 x
4.6 mm (Supelcosil LC 18, 5pm). La fase mévil fue modificada de Marsden y
Joseph (1986) ¥ consistié de 0.15 M NaH,POy, 0.1 mM NayEDTA, 0.5 mM de icido
octano-sulfénico (sal de sodio) y metanol al 14% en agua grado HPLC (reactivos
adquiridos de SIGMA). El pH se ajust6 a 3.4 con 4cido fosférico. El flujo de la fase
movil se mantuvo uniforme 2 vna tasa de 1 ml por minuto por medio de una bomba
LaChrom-Hitachi L-7100.

El contenido de 5-HT se cuantificé por medio de un detector electroquimico
{Mod. L.C4C, Bioanalytical Systems) utilizando un electrodo de frabajo de carbén
vidriade que aplica un potencial de +0.6V contra un electrodo de referencia
Ag/AgCl. El pico de 5-HT en ¢l extracto de tejido fue identificado comparando los
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tiempos de elucion de los picos del extracto con el tiempo de elucion de 5-HT
estindar (Sigma, 5-HT creatinine sulfate). Para cuantificar ¢l contenido de la amina
en el extracto se midio la altura del pico identificado y se comparé con la altura de
picos de 5-HT estandar de concentracion 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 inyeccion, ya que una vez inyectada
cada muestra, €sta fue mezclada con una cantidad conocida de 3-HT estandar. Esto
con la finalidad de observar si era posible obtener un pico simétrico que apareciera
al mismo tiempo que la 5-HT estandar y al mismo tiempo que la 5-HT de la
muestra, y que ademds fuviera una altura, y por lo tanto una concentracion,
correspondiente con el valor esperado derivado de 1a mezcla preparada.

4. Analisis de datos

El contenido de 5-HT se determind normalizando sus valores de la siguiente
forma: 5-HT por g de peso hiimedo; 5-HT por estructura y 5-HT por mg de proteina.
Se construyeron cronogramas con los valores promedio por grupo + un error
estandar de la media (EEM). En cada estado de desarrollo se determiné si el curso
temporal desplegado en el cronograma correspondia a un patron circadiano. Debido
a que el interés prioritario en este estudio fue determinar la posible naturaleza
enddgena de los ritmos de 5-HT observados, sélo los datos de los cronogramas
obtenidos bajo condiciones de iluminacion continua fueron analizados por el método
de cosinor simple (Halberg ef al. 1977; Nelson et gl 1979) empleando ¢l programa
de cémputo DISPAC (Digital Analysis Applied to Chronobiology), desarrollado en
el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM (Aguilar-Roblero et al. 1997). Con
base en un periodo de prueba (tau, 1), ¢l analisis de cosinor ajusta los datos a una
curva sinusoidal y permite probar si la amplitud de la oscilacion observada difierc de
cero; es decir, si el ritmo puede 0 no ser validado (bondad de ajuste). El analisis de
cosinor incluye la descripcion de algunos parametros del ritmo (acrofase, mesor,
amplitud y porcentaje de ritmicidad) que permiten analizar ¢l nivel de ajuste de los
datos a la curva sinusoidal a partir del periodo de prueba asumido. Por lo tanto, con
este método de andlisis es posible evaluar objetivamente Ia hipdtesis que sugiere que
la amplitud difiere de cero empleando para ello varios periodos de prueba. Para este
trabajo se aplico el andlisis de cosinor simple a los valores del contenido de 5-HT
por peso hiimedo y 5-HT por proteinas totales bajo condiciones de iluminacion
continua en todos los grupos de edad. En todos los casos, se probaron diferentes
valores de periode para analizar si los perfiles temporales observados en los
diferentes cronogramas eran o no circadianos.
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Vii. RESULTADOS

1. Identificacién de serofonina en los extractos

El analisis de los extractos obtenidos del cerebro y los tallos oculares del
acocil en diferentes estados de desarrollo, revelt la presencia de una sustancia que
fue separada en la columna analitica, y que se oxidd ante el potencial aplicado por el
clectrodo de trabajo (0.6 V). Esta oxidacion fue detectada como una elevacién 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 estandar preparada el mismo
dia de cada analisis. El tiempo de elucién promedio de estas sustancias fue de 9.36
minutos.

Adicionalmente, la identidad de la 5-HT en los extractos se verifico al
agregar concentraciones conocidas de 5-HT estiandar a cada muestra. La Figura 6
ejemplifica este procedimiento, que se llevé a cabo con cada extracto. Como se
observa en la figura, con este método se obtuvo un sélo pico simétrico, detectado al
mismo tiempo que la 5-HT estandar y cuya concentracion, calculada a partir de la
altura del pico obtenido, corresponde adecuadamente con el valor esperado. El
cromatograma A de la Figura 6 (izquicrda), corresponde a [a elucién de una corrida
de 5-HT estandar (2ng); en el cromatograma B {(centro), se observa el perfil obtenido
a partir de un extracto de los tallos oculares de un acocil adulto. Entre los 9 y 10
minutos de este trazo aparcce una elevacion que corresponde en tiempo con el pico
del cromatograma A. Con base en ¢l valor de amperaje derivado de la oxidacion de
2ng de 5-HT estandar (1.39nA) se calculd, que el pico del cromatograma B, de 0.43
nA corresponderia a 0.618 ng de 5-HT en los 20ul 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 esténdar, se obtuvo un pico detectade nuevamente 2l mismo tiempo que en A y
B, y que ademids es la suma aproximada del amperaje de la 5-HT estandar (1 ng;
0.695 nA) mas la supuesta 5-HT del extracto (0.618 ng; 0.43 nA). Tedricamente,
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.
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Figura 6. A) Cromatograma correspondiente a la separacidn de 2ng de 5-HT estdndar.
B) Seporacidn de un extracto dcide de los tallos oculares de un acocil adulte. C)
Separacién del mismo extracto dcido, pero mezclado con Ing de 5-HT estdndar. El
pico sefiafado en los tres cromatogramas fue identificado como B-HT.
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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, ¢stos cambios ocurren en condiciones de sincronizacidn
y persisten en condiciones constantes. Ademas, las caracteristicas de esta variacion
en cl contenido de 5-HT también son diferentes en cada estado de desarrollo
analizado. Los resultados presentados a continuacion, estin expresados como
contenido de 5-HT por estructura {(pmol); por gramo de peso hiimedo (pug g ", y por
miligramo de proteinas 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 comparacidén de los resultados obtenidos,
la mayoria de las inferprefaciones y andlisis de los resultados que aqui se expresan
estan basados en el contenido de 5-HT por peso himedo y por proteinas totales +
ereor estindar (EEM).

Independientemente de la edad, el contenido de 5-HT por unidad de peso
hitmedo, es mayor en el cerebro (N=298, %=0.655+£0.039 ug g') que en los tallos
oculares (N=298, %=0.337%0.02Ipg g'). Sin cmbargo, las condiciones de
iluminacion parecen modificar significativamente el contenido de esta amina, si se
agrupan las diferentes edades puede observarse claramente el efecto de la
iluminacion continua sobre el contenido de 5-HT. Asi, en los ta!los oculares la
cantidad promedio de 5-HT bajo ciclos LO fue de 0.273£0.019 pg g, Este valor
aumentd a 0.399:0.036 ug g " en luz continua. En el cerebro el efecto fue sumlar ya
que la cantidad promedio de 5- HT bajo ciclos LO fue de 0.579+0.041 pg g, Este
valor aument6 a 0.728+0.065 pg "' en luz continua.

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

En los animales PO2 el contenido de 5-HT aumenta bajo condicicnes de luz
continua en ambas estructuras, en los juveniles aumenta en los tatfos oculares y
disminuye en el cerebro y en los adultes, disminuye en ambas estructuras.

Con excepeion del cerebro en condiciones de sincronizacion, el contenido de

5-HT por unidad de peso es mayor en los animales mds jévenes independientemente
de la estructura y de las condiciones de iluminacion.
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Tabta 1. Efecto de las condiciones de iluminacion sobre el contenido de 5-HT por
peso himedo expresado en Hg g' + EEM. Valores promedio por estado de
desarrollo.

ESTRUCTURAS Lo112:12 LUZ CONSTANTE
PO2 TALLOS 0.3332+0.030 0.608310.064 *P<0.05
OCULARES N=48 N =55
0.3242+0.055 1.1417+0.143 *P<0.01
CEREBRO N=48 N=585
P>0.05 *P<0.01
JUVENIL TALLOS 0.2022+0.023 0.3624+40.082 *P<0.05
OCULARES N =41 N=41
0.8234+0.092 0.505310.0716 *P<0.05
CEREBRO N =41 N =41
“P<0.01 *P<0.05
ADULTO TALLOS 0.272310.036 0.219510.026 P>0.05
OCULARES N =58 N =55
0.619+0.056 0.4812+0.063 *P<0.05
CEREBRO N =58 N =55
*P<.05 *P<0.05

*Diferencias significativas (t de Student)

3. Variaciones del contenido de serotonina en el acocil PO2

a) Ciclos luz-gscuridad.

En el animal PO2, ¢l 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 sincronizacion, en los tatlos oculares (Fig. 7A, 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 dia. Cuando el contenido de 5-HT se expresa por
mg de proteina (Fig. 7C), se observa un segundo pico durante la noche a 1as 04:00 h.

28




Oscar Castafion Cervanies, 1999

Es importante sefialar los cambios observados en los valores de peso himedo
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 expresion temporal del
contenido de 5-HT que se observa en la Figuras 7A v 7C, va que el contenido de 3-
HT se normalizé con los valores de peso himedo y proteinas totales. Igualmente,
durante las 24 horas se observa un ritmo circadiano de baja amplitud en el contenido
de proteinas totales en los tallos oculares det acocil PO2 (Fig. 7D).

Bajo las mismas condiciones de sincronizacion, el cerebro de los animales
PO2 también expresa variaciones de los niveles de 5-HT (Figs. 8A, 8B y 8C). Enel
cerebro existe un ritmo circadiano de 5-HT por proteinas totales que alcanza el nivel
méaximo a las 12:00 h (Fig. 8C). Los niveles de 5-HT en esta estructura parecen
mantenerse aitos durante el dia y disminuir gradualmente durante ia noche. Estos
cambjos son muy similares independieniemente 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
cs diferente. En los tallos oculares (Fig. 7) los niveles de 5-HT son bajos durante ef
dia y altos durante la noche, mientras en el cerebro {Fig. 8} son maximos durante el
dia y bajan durante la noche.

E! contenido de proteinas 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 profeinas por estructura aumenta, mientras el peso himedo baja.
Cuando se normaliza ¢l contenido de proteinas {ug) con los valores de peso humedo
(g). se puede observar una curva que aproximadamente, sigue el mismo curso que el
conlenido de proteinas por estructura. Esto significa que estos cambios persisten a
pesar de las variaciones en peso himedo y que, por lo tanto, exisien cambios reales
en ¢l contenido de proteinas totales en el cerebro de los animales PO2 (Fig. 8D).

En sintesis, bajo condiciones de sincronizacidn, en los tallos oculares de los
animales PO2, existe un ritmo bimodal en el contenido de 5-HT con un pico
maximo a las 20:00 h. En el cerebro, este ritmo es unimodal y alcanza valores
méximos a las 12:00 h. En ambas estructuras se observaron cambios ritmicos en el
contenido de proteinas 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 sincronizacion persiste y oscila
libremente. El curso temporal de esta oscilacion es similar cuando es expresado por
peso hiimedo (Fig. 9A), por estructura (Fig. 9B) y por proteinas totales (Fig. 9C).

El andlisis de cosinor aplicado a los valores de 5-HT por peso hiimedo y 5-
HT por proteinas totales, confirma la bimodalidad del ritmo (Ver Tabla 2). El
analisis de la serie de tiempo de la Fig. 9A (contenido de 5-HT por g de peso
himedo), revel6 el mejor ajuste de los datos a una curva sinusoidal con un periodo
de prueba () de 12.4 h. El grado de ajuste de los datos a la funcidn, medida a través
del porcentaje de ritmo (PR) fue en este caso del 88.7%. La amplitud de esta
oscilacion 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 proteina), se ajustd 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 parametros
analizados por cosinor se presenta en la Tabla 2.

TABLA 2. Andlisis de cosinor de los cronogramas del contenido de 5-HT en tallos
oculares y cerebro de acociles PO2 tras 72 horas de exposicion a condiciones de
iluminacion continua.

Estructura Fig. Contenido  Periodo Mesor Amplitud Acrofase PR
deSHT 1) ®) (%)
PO2  Tallos 9A  (nggh 124 061+004 0.297* 2.23 88.7
oculares 24 061012 0.013 8.09 02
9C (pmolmgh) 125 37.73+3.49 13.512 1.88 66.3
24 37.73£5.59 5.330 8.29 13.1
Cerebro  10A (ugg') 13 115023 0.572 1249 307
233 L15£0.13 0.622% 9.97 77.6
10C (pmolmg") 13 7747 £1245  41.844 1230 464
235 7747+1146 32860 9.59 54.5

La amplitud difiere significativamente de cero: *F = 13.240, P<0.05; &F = 5.854, P<0.1.
PR = Porcentaje de ritmo.
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Con respecto a los cambios observados en el contenido de proteinas lotales
durante la sincronizacion, en la Fig. 9D puede observarse que bajo condiciones de
luz constante, persiste un ritmo del contenido e proteinas totales por peso himedo
(Fig. 9D) con un ligero incremento a las 00:00 h, y otro de muy baja amplitud a las
08:00 h. Estos cambios siguen aproximadamente e! mismo curso temporal del
contenido de proteinas totales por estructura.

En el cercbro de los animales PO2, bajo condiciones de luz constante persiste
un ritmo circadiano del contenido de 5-HT con caracteristicas similares al observado
durante la sincronizacion. Es decir, se trata de un ritmo unimodal (Figs. 10A, 10B y
10C) con un pico maximo a las 12:00 h y minimo a las 20:00 h. Es importante
scitalar, que en este caso, no pudo observarse un desplazamiento temporal tras 72
horas cn oscilacion espontinea, 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 maximo de las curvas
ocurre a la misma hora (12:00 h). Es probable que ¢l corrimiento temporal esperado
bajo condiciones constantes no haya sido observado debido al intervalo de muestreo
empleado en este trabajo.

El andlisis de cosinor confirmé que el contenido de 5-HT por g de peso y por -
mg de proteina varia de acuerdo a un patrén circadiano. En el caso de la Fig. 10A, el
analisis reveld que cuando se ajusta a un periodo circadiano t=23.3 h (PR=77.6%),
la amplitud de la oscilacién observada difiere significativamente de cero (F=5.854;
P<0.1). El ajuste de la curva de 5-HT por proteinas totales (Fig. 10C) fue mejor a un
periodo circadiano 1=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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Peso Humedo



Cambios ritmicos de 5-HT durante el desarrollo dei acocil

4. Variaciones del contenido de serofonina en el acoci juvenil

a) Ciclos luz-oscuridad.

En los tallos oculares del juvenil en condiciones de sincronizacidn, se expresa
un ritmo bimodal del contenido de 5-HT. Sin embargo, este ritmo es diferente al
observado bajo las mismas condiciones de iluminacion en los tallos oculares del
animal PO2. En este caso, el contenido més alto de 5-HT ocurre a las 00:00 y 12:00
(Fig. 11C). Este ritmo es bimodal, y presenta un pico durante el periodo de
tluminacidn y otro durante el periodo de oscuridad. Evidentemente, es importante
sefialar que las diferencias temporales observadas entre los diferentes paneles de la
Figura 11, estdn influenciadas por los cambios ciclicos que pudieron detectarse en
las variables con que se normalizd el contenido de 5-HT, y que se ilustran en la
Figura 11D.

En condiciones de sincronizacién, 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 (PO2), este ritmo era circadiano. El
ritmo bimodal que se observa en la Figura 12 tiene caracteristicas temporales
similares al sefialado 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. 12C) el pico diumno ocurre a las 16:00 h, y el nocturno que es
el mayor, ocurre a las 00:00 h.

En este caso, también se detectd un ritmo de baja amplitud en el contenido de
proteinas totales por peso (Fig. 12D). Este ritmo presenta un par de elevaciones a las
12:00 y 20:00 h, siendo esta ultima de menor amplitud que la primera. No se
encontraron cambios importantes en los valores de peso himedo.
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33

Peso Hamedo



Oscar Castaiién Cervantes, 1999

b} Luz constante,

Bajo condiciones de iluminacion continua, i contenido de 5-HT en los tallos
oculares del juvenil continia oscilando libremente. Sin embarge, €l ritmo bimodal
gue pudo observarse en esta estructura bajo condiciones de sincronizacion
desaparece, y unicamente permanece un ritmo circadiano el contenido de 5-HT.
Estos cambios ritmicos, pueden observarse en ias Figuras 134, 13B, y 13C. El ritmo
de 5-HT en los tallos oculares del juvenil tiene caracteristicas temporales muy
similares independientemente de la variable con que se normalicen los resultados.
Por ejemplo, cuando el contenido de esta amina es expresado en funcidn contenido
de proteinas totales (Fig. 13C), alcanza valores maximos a las 08:00 h, cae
gradualmente hacia las 16:00 h y permanece en fos niveles minimos hasta las 04:00
h. El anélisis de cosinor aplicado a esta serie de tiempo (5-HT por proteinas totales)
donde se observa un ligero incremento en los niveles de 5-HT alrededor de las 20:00
h ajusté mejor los datos a un periodo ultradiano 1=11.9 h (PR=54.1%) con acrofase
a las 8.82 h. Sin embargo, parece que ¢l ritmo no es estadisticamente significativo.
El resto de los parametros de la serie de tiempo analizados por cosinor puede
consultarse en Ja Tabla 3,

TABLA 3. Andlisis de cosinor de los cronogramas del contenido de 5-HT en tallos
oculares y cerebro de acociles juveniles tras 72 horas de exposicion a condiciones
de iluminacion continua.

Estructura Tig. Corterido Periodo Mesor Amplitud  Acrofase PR

eSHT () )

Juvenil Tatlos 13A  (uggh i2 0.37+0.13 0.202 928 298
Qculares 257 037008 0.307 1033 713

13C (pmolmg) 119  20.52+4.55  12.053 882 54.1
25 20.52+4.87  10.501 940 476

Cerebro  14A (uggh 114 051006 0125 952 427
24 0.51£008  0.093 13.04 203

14C @molmg?) 7 83.10%£1343  63.808¢ 639 633

12 83.19£19.33  26.539 792 239

La amplitud difiere significativamente de cero: ¢F = 5.640, P<0.1. PR = Porcentaje de
ritmo.
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Tal y como ocurrié bajo condiciones de sincronizacion, en este grupo de edad
también se observd una ligera variacion del contenido de proteinas por unidad de
peso en os tallos oculares tras 72 horas de iluminacion continua {Fig. 13D). En este
caso, no existen cambios importantes en el peso de las estructuras a o largo del dia.

Como ocurrié con el primer grupo de edad (PO2), las variaciones ciclicas 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), continda
siendo bimodal y mantiene caracteristicas similares a las observadas durante la
sincronizacion. En esta ocasion, s posible observar que los cambios en el contenido
de 5-HT en el cerebro del juvenif bajo condicicnes constantes son ligeramente
distintos al ilustrar los resultados normalizados por peso himedo (Fig. 14A,
estructura (Fig. 14B), y proteinas totales (Fig. 14C). Sin embargo, en todos los
cas0s, 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 sefialar la aparicién por primera
vez, de una tercera elevacion del contenide de 5-HT que puede observarse al
expresar los resuitados en funcién del contenido de proteinas totales en el cerebro
(Fig. 14C).

En el caso de la Fig. 14C, fue posible ajustar esta oscilacion por cosinor,
utilizando un periodo de prueba de 7 h (PR=63.3%); ¢s decir, confirmando la
existencia de un ritmo de 5-HT endogeno de tres elevaciones en 24 h.
Adicionalmente, el analisis reveld que en este caso, [a amplitud de [a oscilacién
difiere significativamente de cero (F=5.640; P<0.1).

El ritmo bimodal de baja amplitud del contenido de proteinas descrito en el
cerebro del juvenil bajo ciclos LO continiia oscilando libremente en condiciones de
iluminacién continua (Fig. 14D). En este caso la amplitud del ritmo de proteinas
aumenta y la forma de la curva es muy similar al expresar los datos como proteinas
por estructura y como proteinas por unidad de peso.
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5. Variaciones del contenido de serofonina en el acocil aduifo

a) Ciclos luz-oscuridad.

En el acocil adulto y bajo condiciones de sincronizacion, existe un ritmo
diario del contenido de 5-HT en los tallos oculares. Este ritmo, que se ilustra en la
Figura 15, tiene un curso temporal muy similar en los paneles A, B y C 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 elevacion 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 aqui 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 sincronizacién este ritmo .
presenta un pico durante el dia y otro durante la noche.

En el animal adulto, existe ademas una ligera variacion del contenido de
proteinas por estructura y por peso himedo (Fig. 15D). Estos cambios en el
contenido de proteinas también aparecen desde el inicio del desarrolio aunque son
de¢ mayor amplitud en el animal PO2.

En el cerebro del acocil adulto bajo ciclos L.O, ocurre, como se observé desde
¢l estado PO2, un ritmo diario del contenido de 5-HT. El ritmo unimodal observado
al inicio del desarrollo, que posteriormente en el juvenil ya tenia caracteristicas
bimodales permanece en esta estructura, y sigue presentando dos elevaciones, una
durante el dia y otra en la noche. En los diferentes paneles de la Figura 16, puede
observarse este ritmo bimodal del contenido de 5-HT en €l cerebro de animales
adultos bajo condiciones de sincronizacién expresado por peso hiimedo (Fig. 16A),
por estructura (Fig. 16B) y por proteinas totales (Fig. 16C). El contenido de 5-HT en
el cerebro del acocil adulto, presenta variaciones bimodales en funcion del contenido
de proteinas (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 proteinas
totales por estructura y por peso himedo (Fig. 16D) también estd cambiandoe durante
el dia.
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Figura 16, Cambios del contenido de 5-HT {A,B,C), proteinas totales y peso hiimedo
(D) en el ganglio cerebroide de acociles juveniles en condiciones de sincronizacidn,
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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 iluminacion constante. Lo anterior puede apreciarse en los
paneles A, B y C de la Figura 17. Cabe recordar que bajo condiciones de
sincronizacién se habia 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 contintia oscilando al ser liberado de sefiales de
tiempo y que estos cambios persisten y tienen un curso temporal similar
independientemente de como se expresen. Por ejemplo, al ser expresados como
contenido de S-HT por mg de proteina (Fig. 17C), pueden verse dos elevaciones de
amplitud muy similar que aparecen a las 16:00 y 00:00 h. El analisis de cosinor
confirmé el mejor ajuste como un ritmo bimodal =114 h (PR=41.7%). Sin
embargo, este analisis indica que fa amplitud de esta oscilacion no es significativa.
El resto de los pardmetros obtenidos de los diferentes analisis de cosinor aplicados a
éstos y otros resultados se encuentra en la Tabla 4.

TABLA 4. Analisis de cosinor de los cronogramas del contenido de 5-HT en talios
oculares y cerebro de acociles adultos tras 72 horas de exposicion a condiciones
de ilurninacion continua.

Estructura Fig. Confenido  Periodo Mesor Amplitud Acrofase PR
deSHT () M (%)

Adulto Tallos 17A  (ueg) 113 0224003  0.060 451 267

oculares  17C (molmgh) 114 14472195  4.380 433 417
243 1447£2.17 3519 2155 275

Cerebro  18A  (uggh 92 048%0.12 0256 718 197
239 048+008 0242 0.45 58.4

18C (molmg") 9.1 4213999  20.560 723 154

236 42.13+6.65 20.739 0.09 62.5

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

Cabe sefialar que bajo condiciones constantes en los animales PO2, existe en
los tallos ocufares un ritmo bimodal del contenido de 5-HT. En el juvenil, sélo
persiste como un ritmo circadianoc y sin embargo, vuelve a manifestarse como
bimodal en ef 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 proteinas totales en los tallos
oculares del acocil aduito bajo condiciones de iluminacién continua (Fig. 17D).
Estos cambios que habian sido detectados desde el inicio del desarrollo, parecen
desaparecer bajo condiciones constantes en los tallos oculares del adulto.

Por otro lado, como se ha sefialado, el contenido de 5-HT en el cerebro
también varia durante el dia. En el animal PO2 estos cambios ocurren bajo
condiciones constantes y se manifiestan como un ritmo circadiano que cambia a
bimodal en ¢l juvenil y vuelve a ser unimodal en el adulto. En la Figura (8 se
observa que en el cerebro de animales adultos expuestos a 72 horas de iluminacion
constante, persisten cambios ritmicos del contenido de 5-HT por proteinas totales
(Fig. 18C). En este caso el nivel maximo de 5-HT se presenta a las 00:00 h. Cabe
recordar que durante la sincronizacion, este ritmo en el cerebro del adulto manifestd
un curso temporal bimodal.

A pesar de la ligera elevacion en los niveles de 5-HT que se observa en las
Figs. 18A y 18C a las 16:00 h, sugiriendo un aparente ritmo bimodal, el anélisis 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 andlisis, la amplitud de estos
ritmos no fue significativa.

Finalmente, el contenido de proteinas totales por unidad de peso en cerebro,
que durante la sincronizacién presentd un ritmo diario de muy baja amplitud, parece
mantenerse bajo condiciones constantes (Fig. 18D). No obstante, debe sefialarse que
en cada punto de estas curvas hay gran variabilidad y en general, estos cambios son
de baja amplitud.
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6. Sinfesis de resultados

Como se sefialo, los resultados indican que desde el inicie 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 sincronizaciéon y de iluminacién continua. La Tabla 5 presenta un
resumen de los aspectos mas importantes de los resuitados de este trabajo. En
general, parece que independientemente de la edad, bajo condiciones de
sincronizacion, en los tallos oculares siempre existe un ritmo bimodal de 5-HT. En
el animal PQ2 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 dia y otro durante {a noche (Tabla 5).
Ahora bien, la permanencia de bimodalidad bajo condiciones de iluminacion
constante en todos los grupos de edad confirma el caricter endégeno de estas
oscilaciones. Sélo en un caso, ¢l andlisis 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 PO2 presenta un ritmo unimodal de 5-HT con maximo diurno. A partir del
juvenil y hasta el adulto, este ritmo se transforma en bimodal, y como sucede en los
talles oculares, también en el cerebro presenta un pico diurno y ofro nocturno (Tabla
5). Sin embargo, bajo iluminacién constante, no siempre permanecen las
caracteristicas de estos cambios. En el cerebro del animal PO2 persiste el ritmo
unimodal observado bajo condiciones de sincronizacidn; pere en el juvenil, el ritmo
bimodal observado bajo ciclos LO cambia a trimodal al expresarlo como 5-HT por
proteinas totales. Finalmente, en el adulto, bajo condiciones de iluminacién
continua, existe un ritmo circadiano de 5-HT en ¢l cerebro, que bajo condiciones de
sincronizacion era bimodal (Tabla 5). No obstante, en la mayoria de los casos, el
anilisis estadistico seleccionado para estos resultados indica que la amplitud de estas
oscilaciones no es significativa.

Ademis de los cambios antes descritos, se observd la existencia de cambios
ritmicos en el contenido de proteinas totales y peso himedo de las estructuras
estudiadas, aunque el caricter enddgenc de estas variaciones no ha sido plenamente
demostrado.
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Tabta 5. Cambios ritmicos en el contenido de 5-HT en los talios cculares y el
ganglio cerebroide del acocit P. ciarkii bajo diferenfes condiciones de iluminacion
durante el desarrollo.

Ciclos LO 12:12 Huminacion Continua

Tallos Ganglio Tallos Ganglio

Oculares Cerebroide Oculares Cerebroida
PO2
o \_/\/ /\\ /\/ /\/
JUVENIL 4 w )
5-HT /\/\ N \/\__ /\/\/

. . A4
5-HT
08:00 04:00 08:00 04:00Q |08.00 04:00 108:00 04.00
I '

CONTENIDO DE 5-HT POR mg DE PROTEINA.
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Viil. DISCUSION

1. Identificacion de serotonina en los exfractos.

A partir del andlisis de los extractos obtenidos de los tallos oculares y cerebro,
es claro que en efecto, la sustancia presente en ellos, y que se oxidé a 0.6V es 5-HT.
El tiempo de elucidn promedio, tanto de los extractos como de la 5-HT estandar
(9.36 minutos), es similar al reportado en otros estudios cuando se utiliza la fase
mévil empleada en este trabajo (Marsden y Joseph, 1986). El tiempo de elucion de
una sustancia separada por HPL.C depende entre otros factores de la longitud de la
columna, el pH de la fase mévil, la concentracion de metanoi en el disolvente, la
composicion y caracteristicas fisicas de la fase estacionaria, la tasa de flujo, etc. A
pesar de lo anterior, es posible comparar los tiempos de elucion que han sido
reportados al cuantificar el contenido de 5-HT en extractos acidos en trabajos
anteriores. Por ejemplo, Kulkami y Fingerman (1992), reportaron que la 5-HT
presente en distintas estructuras del sistema nervioso de P. clarkif cluye entre 8.8 y
8.9 minutos después de inyectar la muestra. Chamberlain er al. (1986), empleando
una columna analitica de 25 cm y con una fase movil diferente, reportaron que la 5-
HT presente en extractos del ojo lateral y cerebro de Limulus polyphemus cluyéd
entre 18 y 20 minutos. Otros autores (Rodriguez-Sosa ef al. 1997), empleando la
misma técnica, han reportado tiempos de retencién 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 senasibilidad por medio de la técnica
utilizada en este {rabajo.

Como se seiiald, y pudo observarse en la Figura 6, ¢l método de doble
comprobacion para detectar objetivamente el pico de 5-HT (1. comparacion de
tiempos de retencion de la 5-HT estdndar y el presunto pico del extracto. 2. Adicidn
de 3-HT estdndar al extracto), permite afirmar que efectivamente, la sustancia
cuantificada, y que presenta variaciones circadianas y ultradianas a fravés del
ticmpo, es 5-HT.

2. Cambios en el contenido de seroionina durante ef desarrollo

Los resultados de este trabajo demuestran cambios diarios y de alta
frecuencia en la concentracion 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 ¢l estado adulto. Sin embargo, las caracteristicas de estos cambios
presentan variaciones durante el desarrollo que en ocasiones se manifiestan por la
aparicidn de picos que modifican la posible periodicidad de los ritmos descritos. Los
cambios ciclicos en la concentracion de 5-HT en los tallos oculares y cerebro aqui
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 dias. Esto
indica, que los ritmos observados son de naturaleza enddgena, siendo la expresion
de al menos, un oscilador marcapaso acoplado al sistema serotonérgico vy que es
funcional desde el estado PO2,

E! desarrollo de inmunorreactividad a 5-HT en diferentes partes del cerebro
de! acocil Cherax destructor ha sido ampliamente estudiado {Sandeman y
Sandeman, 1990; Helluy et al. 1993). Estos autores reportaron que cuando emerge
el animal PO2, la mayoria de las caracteristicas del sistema serotonérgico del adulto
ya estan presentes. En este frabajo se ha demostrado que en P. clarkii la 5-HT
también esta presente en ambas estructuras del sistema nervioso desde el estado
PO2. En un estudio previo (Escamilla-Chimal ef al. 1998), se reportd la existencia
de cambios diarios en la inmunotreactividad a 5-HT durante el desarrolio en la
retina de P. clarkii bajo ciclos LO 12:12. Los resultados bioquimicos presentados
aqui, parecen confirmar y extender el trabajo previo. Sin embargo, es importante
sciialar que el trabajo anterior se vio limitado al analizar Gnicamente las variaciones
en la presencia de inmunorreactividad a 5-HT a tres diferentes horas del dia, por lo
que no fue posible el analisis de [a posible periodicidad de estos cambios, ademas de
no haber llevado a cabo el analisis bicquimico de los mismos.

En general, el contenido de 5-HT expresado en funcion del peso himedo y
del contenido de proteinas totales es mayor en los animales mds jovenes. Se ha
demostrado, que la 5-HT tiene un papel primordial como regulador de la
diferenciacion de diversas estructuras del cerebro de algunos invertebrados
{Goldberg y Kater, 1989). Como se sefiald, en este trabajo se ha mostrado que en el
cerebro y los tallos oculares del animal PO2 el contenido de 5-HT tiene
caracteristicas diferentes por lo que podria estar involucrado en diversas funciones
asociadas no sélo con el mantenimiento del orden temporal, sino ademas, con la
regulacion de la diferenciacion durante el desarrollo. En la langosta por ejemplo, un
grupo de neuronas serotonérgicas en el cerebro, las neuronas dorsales gigantes
Jjuegan un papel importante en el desarrollo de estructuras cerebrales (Benton et al.
1997).

La 5-HT se encuentra presente en distintas estructuras del sistema nervioso de
algunos decépodos, y ha sido previamente identificada y cuantificada empleando
distintos métodos {(Fingerman et al. 1974; Fingerman y Fingerman, 1977; Elofsson
el al. 1982; Sandeman ef al. 1988; Kulkarni y Fingerman, 1992; Rodriguez-Sosa et
al. 1997). Por ejemplo, en el cangrejo Uca pugilator, Fingerman et al. {1974),
cuantificaron niveles de entre 7.38 y 7.63 pg g (contenido de 5-HT por g de peso
hiimedo) en los tallos oculares y de entre 2,77 y 3.38 pug g en el cerebro. Mas
adelante, Fingerman y Fingerman (1977) reportaron por primera vez, la existencia
de un ritmo circadiano de 5-HT en los tallos oculares de Uca pugilator, donde
reportaron valores que oscilaron entre 3.8 y 9.2 pg g Métodos més precisos
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aplicados en afios mds recientes, han permitido mejorar estas determinaciones. En ¢l
acocil Pacifastacus leniusculus, Elofsson et al. (1982) empleando HPLC con
deteccion electroguimica determinaron que en diferentes estructuras del sistema
nervioso, el contenido de 5-HT se encuentra entre 0.1 y 0.7 pg g'. En el acocil
adulto P. clarkii, Kulkarni y Fingerman (1992) y Rodriguez-Sosa er al. (1997),
midieron el contenido total de 5-HT en estructuras del sistema nervioso, Empieando
la misma técnica utilizada en el prcsente trabajo, estos autores reportaron niveles de
$-HT de entre 0.054 y 0.163 pg g’ Los valores promedio reportados en el presente
trabajo (cerebro, 0.655£0.039 pg g'; tallos oculares, 0.337+0.021 pg g 'Y son
superiores a los encontrados por Kulkarni y Fingerman (1992) y Rodriguez-Sosa ef
al. (1997). Sin embargo, son similares a los reportados por otros autores (Elofsson et
al. 1982).

En trabajos anteriores (Elofsson ef 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 la fluminacién incrementa sus niveles de
concentracion, Los resultados obtenidos en este trabajo confirman lo anterior, pues
independientemente de la edad, el contenido de 5-HT por peso himedo es siempre
mayor en el cerebro. Ademds, las condiciones de iluminacidn 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 més jovenes éste aumenta con la luz, y al
avanzar e} desarrolio disminuye (Ver Tabla 1).

En general, en los tallos oculares de los animales mds jévenes mantenidos
bajo ciclos 1.O, el nivel mas alto de 5-HT se presentd durante el periodo de
oscuridad, mientras que al avanzar el desarrollo en el adulto, el nivel mas alto
ocurrid durante la fotofase. Es decir, durante la ontogenia, parece haber un cambio
en la relacion que se establece entre las condiciones de iluminacion y los cambios en
el contenido de 5-HT. En vertebrados diurnos, se ha reportado que la concentracion
de 5-HT aumenta durante la noche y disminuye durante el dia, mientras ocurre lo
contrario en animales nocturnos (Campagnan y Inouye, 1994). Por lo tanto, los
cambios que ocurrieron durante el desarrollo en los tallos oculares de los animales
sometidos a condiciones de sincronizacidn podrian estar relacionados con cambios
en el nicho temporal que ocuparia P. clarkii 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 méxima durante el desarrollo de diurna a nocturna.

Fanjul-Moles ef al. (1987) han reportado que la sensibilidad del ojo del acocil
medida a {ravés de cambios en la amplitud del electrorretinograma, cambia durante
el desarrollo. Los animales mds jévenes presentan mayor sensibilidad visual durante
el dia (lo que corresponderia a un animal diurno), mientras que como adultos, el
electromretinograma 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 e} desarrollo y ademds, cs capaz de sincronizarse a ciclos de huz (Fuentes ef
al. 1992). La 5-HT juega un papel muy importante en la modulacion de la
sensibilidad visual de P. clarkil, ya que ademas de incrementar la amplitud del
electromretinograma, modifica directamente ¢l movimiento del pigmento proximal
durante su fase nocturna (Aréchiga ef al. 1990).

Los cambios ritmicos que ocurrieron en los cerebros de animales PO2 bajo
ciclos LO 12:12 son similares a los reportados en el cerebro y nicleo
supraquiasmatico de ratas (Campagnan y Inouye, 1994), donde los niveles mas altos
de 3-HT fueron medidos durante el periodo de iluminacion, y los mis bajos durante
Ia oscuridad. En los animales PO2, los ritmos de 5-HT del cerebro y los tallos
oculares cn condiciones de sincronizacién se encuentran aproximadamente 180°
desfasados entre si.

Al avanzar el desarrolio, el curso temporal del ritmo de 5-HT en el cerebro de
juveniles y adultos bajo ciclos LO cambié a un patrén bimodal, similar al observado
en cada grupo de edad en los tatlos 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 si, o bien, que el ciclo LO es capaz de acoplar el ritmo de 5-HT de
ambas estructuras.

3. Relacién entre diversos ritmos enddgenos durante el desarrolio

Los cambios ritmicos en el contenido de 5-HT aqui reportados podrian
ayudar a dilucidar el papel de la inervacién 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).
Ademds, existen cuerpos celulares y axones serotonégicos en los cuatro neuropilos
de los tallos oculares (Elofsson, 1983; Rodriguez-Sosa ef al. 1997) y estudios que
han demostrado lz existencia de inmunorreactividad a la enzima de sintesis de la 5-
HT (triptofano-hidroxilasa) en la retina (Escamilla-Chimal ef al. 1998). El papel de
todas estas estructuras en ef mantenimiento de la organizacién temporal del animal,
podria estar relacionado con los cambios ritmicos reportados en este trabajo. Sin
embargo, aiin no hay evidencias de esta posible correlacion.

En los vertebrados, se ha reportado correlacion entre ¢l ritmo de actividad
locomotora y un ritmo circadiano en la concentracion de 5-HT (Redfern, 1996). Los
resultados del presente trabajo sugieren esta correlacidn en el acocil. El desatrotlo y
fas caracteristicas temporales de los ritmos de 5-HT aqui presentados son similares a
las del ritmo circadiano de actividad locomotora descritas anteriormente (Fanjul-
Moles et al. 1996, 1998; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997}. Los animales PO2,
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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
L.O presentando dos picos, uno enddgeno y otro exogeno. La aparicion de este
aitimo parece depender del desarrollo del ojo (Fanjul-Moles e al. 1998). Por lo
anterior, es posible especular que el pico endogeno del ritmo circadiano de actividad
locomotora esté relacionado con ¢l pico endégeno de 5-HT en el cerebro que
aparece desde el inicio del desarrollo. Asi, este ritmo endégeno de 5-HT podria
reflejar cambios en la actividad de neuronas serotonérgicas del cerebro relacionados
con las pautas conductuales del acocil. Se ha reportado que la estimulacién eléctrica
de neuronas serotonérgicas favorece la liberacion de 5-HT (Rodriguez-Sosa ef al.
1997) y que ademas, en otra especie, estas neuronas presentan cambios ciclicos de
actividad eléctrica (Sandeman y Sandeman, 1994; Sandeman ef al. 1995a).

Por su parie, el desarrollo temporal del ritmo de amplitud del
electrorretinograma podria estar relacionado con la aparicion de ritmos bimodales y
trimodales de S-HT observados en tallos oculares y cerebro. En el animal adulto,
existen mecanismos neurcendocrinos complejos involucrados en el origen y/o
sincronizacion del ritmo de sensibilidad visual (Aréchiga ef al. 1993). Por lo tanto,
la secrecion circadiana de diferentes neurchormonas 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 dia; pero en ambos casos, estas
variaciones ciclicas podrian ser moduladas por 5-HT. La relacion entre 5-HT, luz y
algunas de estas neurohormonas ha sido documentada (Fingerman y Fingerman,
1977; Kulkarmi y Fingerman, 1992; Fingerman y Nagabhushanam, 1992). Se ha
propuesto que la maduracion gradual del ritmo de sensibilidad visual depende de la
maduracién de diversas estructuras del complejo drgano x — glindula sinusal
{Fanjul-Moles ef al. 1987; Fuentes-Pardo et al. 1992).

Otra hipétesis sugierc que la melatonina, también podria estar relacionada
con €l ritmo del electrorretinograma. La sintesis de 5-HT a partir de 5-
hidroxitriptofano es un paso fundamental para la sintesis posterior de melatonina.
Recientemente, se han reportado ritmos circadianos de melatonina y 5-HT-N-
acetiltransferasa en los tallos oculares de P. clarkii (Agapito et al. 1995). En el
acocil, ain no se ha investigado Ia relacién 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 funcién cronométrica en el nicleo
supraquiasmatico, es el primer elemento del sistema en desarrollarse, y que, la
capacidad de la glandula pineal para transformar n-acetilserotonina en melatonina es
uno de los ditimos elementos en ponerse en marcha (Klein, 1993).

En el acocil, es posible que la sintesis de melatonina ocurra en la retina y/o en

el complejo érgano x — glandula sinusal (Agapito ef al. 1995; Balzer ef al. 1997). En
un estudio anterior se reporto la presencia de inmunorreactividad a triptofano-
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hidroxilasa (enzima de sintesis de 5-HT) en la retina de P. clarkii (Escamilla-Chimal
et al. 1998). Ademais, existen neuronas serotonérgicas procedentes del cerebro que
inervan la medulla terminalis cerca del Organo x, donde células similares a
pinealocitos han sido reportadas (Eloffson y Lake, 1971). Lo anterior sugiere nuevos
estudios que intenten dilucidar las interacciones temporales entre la 5-HT y los
diferentes ritmos endocrinos ya conocidos durante la ontogenia del acocil, lo que
permitiria profundizar en el conocimiento de los mecanismos que determinan el
desarrollo gradual del ritmo de amplitud del ¢fectrorretinograma.

Durante el desarrollo, los cambios observados en el curso temporal que sigue
¢] contenido de 5-HT en ambas estructuras parece ser distinto. Por ejemplo, en ¢l
animal PO2, el ritmo mas significativo (en el cerebro) tuvo un periodo circadiano de
23.3 h (P<0.1). En el juvenil en cambio, este ritmo circadiano podria comportarse
como bimodal o incluso, trimodal; pues el ritmo mas significativo tuvo un periodo
ultradiano de 7 h (P<0.1). Sin embargo, el cerebro del animal adulto vuelve a
manifestar un ritmo circadiano de 5-HT tal y como ocurrié en el animal PO2, Por lo
anterior, los resultados sugieren que en el cerebro de P. elarkii ocurre la aparicion
progresiva de componentes ultradianos de baja amplitud formando parte de un ritmo
circadiano muy amortiguado no ficilmente detectado con el método de muestreo y
c! andlisis estadistico utilizado. En los tallos oculares, estos componentes ultradianos
son de mayor amplitud que en el cerebro, y aparecen desde el estade PO2. Si esta
interpretacion es cormrecta, lo anterior podria ser resultado de la accién de un
oscilador circadiano actuando sobre mecanismos centrales que podrian determinar
cambios periddicos en la sintesis, almacenamiento, liberacion y metabolismo de 5-
HT; o bien, resultado de variaciones ritmicas en la respuesta de 6rganos blanco (p.
¢j. los tallos oculares), como ha sido propuesto para algunos ritmos neuroendocrinos
en mamiferos (Haus ef al. 1998). Estudios posteriores podrian dirigirse a esclarecer
algunos de estos mecanismos.

4. Posibles ritmos de proteinas fofales y peso humedo

Como se sefialo, los resultados de este trabajo indicaron cambios en el contenido
de profeina y en el peso hiimedo de ambas estructuras del sistema nervioso. Durante
el dia, los cambios observados en el peso himedo de talios oculares y cerebro
podrian representar variaciones en el contenido de agua en los tejidos en
anticipacién a cambios ciclicos en las condiciones del ambiente (Battelle,
comunicacion personal). En general, la amplitud de estos cambios es mayor en los
animales PO2 y juvenil que en el adulto. En particular, los cambios en proteinas
totales por peso himedo analizados por cosinor (analisis no mostrado), no
evidenciaron que la amplitud fuera significativamente diferente de cero.
Adicionalmente, debido quiza al afto nivel de variabilidad de los resultados, este
método de anélisis que se basa fundamentalmente en la presencia de variaciones
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significativas de la amplitud a través del tiempo no permitié establecer plenamente
el cardcter endogeno de estas variaciones. AGn asi, es importante sefialar que estos
cambios continian bajo condiciones de iluminacion continua en ambas estructuras.
Sera necesario implementar otro tipo de analisis y quiza otro tipo de estudios que se
enfoquen directamente a investigar estas observaciones.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo muestran cambios circadianos y ultradianos en [a
concentracion 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.

Los ritmos observados son de naturaleza enddgena, siendo la expresion de al
menos, un oscilador circadiano acoplado al sistema serotonérgico y que es
funcional desde €l estado PO2.

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 iluminacion causan un
aumento o disminucion en sus niveles en ambas estructuras.

El contenido de 5-HT es mayor en los animales mas jovenes independientemente
de la estructura y de las condiciones de iluminacion con excepcion del cerebro en
condiciones de sincronizacion.

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

Parece probable que el ritmo endégeno de 5-HT aqui 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 {aboratorio.

La segunda parte de este estudio podria incluir la cuantificacion del contenido de
5-HT en el cerebro y tallos oculares de acociles en condiciones de cultivo in
vitre. Lo anterior, ayudaria a esclarecer si es una o ambas estructuras el sitio de
origen del ritmo de S-HT y si ésta, efectivamente cumple la funcion de acoplador
de estos posibles marcapasos. Por otra parte, este tipo de experimentos permitiria
investigar algunos de los mecanismos de accidn de esta amina sobre los ritmos
circadianos estudiados, ya que podrian medirse cambios periddicos en la sintesis,
liberacién y metabolismo de 5-HT que serian correlacionados con los cambios
durante el desarrollo de los ritmos antes descritos.

De investigarse la farmacologia de los receptores a 5-HT involucrados en estos
procesos, un siguiente paso de la investigacion consistiria en utilizar antagonistas
de dichos receptores y sustancias como la reserpina que ocasionan la
disminucion de los niveles del neurotransmisor. Esta manipulacion del sistema
serotonérgico del acocil durante diferentes etapas del desarrollo, permitiria
determinar el papel de la 5-HT en el surgimiento gradual dei ritmo del
electrorretinograma y su posible funcién en la sincronizacién interna del
organismo.

Finalmente, ¢s necesario explorar si las variaciones ritmicas observadas en el
contenido de proteinas totales, especialmente en los animales mas jévenes, son
efectivamente de naturaleza endGgena. Si es asi, podria procederse a la
caracterizacion de aquella(s) proteina(s) que presentara(n) cambios ciclicos, y
eventualmente a su aislamiento, purificacion y secuenciacion.
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Xil. APENDICE

Publicacion infernacional en revista arbitrada

Ante la sociedad contempordnea, con frecuencia un cientifico es un tipo raro,
introvertido, desalifiado y sobre todo, muy preocupado por explicar cosas que parece que
séle a él y a algunos de sus colegas inferesan y entienden. Efectivamente, muchos
cientificos son asi, y han cometido el gran error de transmitir a la gente la idea de que el
cientifico cree saberlo todo, no tiene capacidad de asombro, y no cree en nada que no se
haya obtenide por medio del riguroso método cientifico. Por todo esto, pero también por la
Jalta de euriosidad (digdmoslo asi) de muchas personas, frecuentemente la gente describe
al cientifico como un ente soberbio y muy distante de la realidad (jclaro! Realidad que
cada cual percibe como la entiende). Yo creo, gue hoy en dia, los cientificos tienen la
obligacion de acercarse a la sociedad para tratar de convencerla del valor fundamental de
la ciencia para todas las personas, pero también, creo que las personas deben acercarse a
la ciencia si quicren conocerla, entenderla y entonces si, creer o no en ella.

Me pregunto, ;quién serd mds soberbio, quién podrd estar mds cerca de la
verdad?, ;Acaso serd mds humilde quien piensa que sdlo somos materia estelar, producto
de miles de millones de aios de evolucion quimica y bioldgica, o lo serd guien estd 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
los dos anteriores?

No lo sé, no soy tan presumido como pari infentar responder.

Tit... ste atreverias a responder?

o0.CC
17/0CT/1999
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Summary

The present study investigated developmental circadian
changes in the content of S-hydroxytryptamine (5-HT) in
two structures proposed to contain pacemakers in crayfish
Procambarus clarkii: the cercbral ganglion and the
eyestalks. Crayfish (N=260) from three developmental
stages were divided into two groups; (1) animals subjected
fo 12h:12h light:dark cycles for 10 days and (2) animsls
treated as described above, then exposed to 72h of
continuous dim light, Crayfish from both groups were
killed at different times of day, and the cerebral ganglion
and the eyestalks of cach were assayed for 5-HT by
reversed-phase HPLC with electrochemical detection. In
all stages of development, 5-HT content (expressed as
Hg g wet mass tissue) showed circadian variations in both

structures analyzed; rhythms continued to free-run under
constant Mumination, and total 5-HT content was higher
in the brain (0.58140.36jig21; mean + 5.EM,) than in the
eyestalks (0.299£0.15 pug g~ 1), As development advances, the
percentage of the chythm that shows periods of 24h
diminishes, while the percentage of the rhythm that shows
periods of 9 to I2h increases, This seems to indicate that
pulsatile variations in 5-HT content are superimposed in a
circadian component. The relationship between the S-HT
rhythm and electroretinogram and motor activity rhythms
during development is discussed.

Key words: sefotonin, crayfish, Procambarus clarkii, HPLC,
circadian thythm, development.

Introduction

During postembryonic ontogeny, the crayfish Procamnbarus
clarkii displays different circadian rhythms at different
developmental stages (Fanjul-Moles et al, 1987, 1996;
Escamilia-Chimal ex al., 1998). Two pacticular thythms, those
of retinal sensitivity and activity, have different periods of
maturation, indicating either that the pacemaker responsible for
these thythms is not the same, or that the coupling between the
clock and the rhythms requires different times to mature.

Serotonin {5-hydroxytryptamine; 5-HT) has been proposed
8s & circadian modulator for vertebrates. In the rat, the
scrolonergic system innervating the suprachiasmatic nucleus,
which is the pacemaker in this animal, s not an essential past
of the codogenous oscillation, but can affect the output of the
clock (Garabane et al., 1998).

In adult crayfish, serotomergic newrons inmervate the
protocerebrum (Sandeman et al., 1990) and eyestalk ganglia
(Rodriguez-Sosa et al., 1997), two structures that have been
proposed 1o act as pacemakers. In the crayfish, 5-HT may
modulate the circadian clock in ways similar to those reported
for vertebrates and influence both phase and period. Although
the development of serofoucrgic meurons in craylish is well
documenied (Sandeman and Sandeman, 1990; Helluy et al.,
1993), thythmic changes in 5-HT content during development,

which could influcnce the expression of the temporal order of
the animal, have not been studied, The objective of the current
work was to investigate, at two postembryonic stages and in
adult crayfish, circadian changes in the content of 5-HT in
the structures considered as putative pacemakers, the
supraoesophageal ganglion and the eyestalks. Levels of 5-HT
were measured in animals maintained under a 12h:12h
light:dark (LD} regime and after being exposed to conditions
of constant light (LL).

Materials and methods
Animals

Crayfish Procambarus clarkii (Girard, 1852) of the second
postembryonic stage (PO2) and juveniles utilized in the
present study were hatched at our laboratory from mothers
synchronized to a [2h:12h lightdark (LD 12:12) cycle.
Adult apnimals of both sexes were ficld-collected and
acclimated for 2 weeks to the laboratory. Crayfish (N=260)
were grouped according 10 age and size into three
developmental stages following established criteria (Sukb,
1953; Sandeman and Sandeman, 1990; Escamilla-Chimal et
al., 1998) as follows: (1} PO2 animals (N=100), 10-14 days
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old and less than 11.8 mm total length; (2) juvenile animals
(N=80), 1-3 months old and less than 33.9 mm total length;
and (3} adult animals (¥=80), sexually mature and measuring
55 mm or more in total length. All animals were maintained
in 12h:12h L:D cycles for 10 days before the beginning of
the experimeats.

Experimental design

Animals from the three developmental stages were divided
into two groups: (1) crayfish subjected 10 12h:12h L:D (lights
on a1 07:00h) for 10 days and (2) crayfish treated as described
sbove, then exposed to 72h of costinuous light (1001x).
Animals from both groups were then killed at six different
times of day (08:00, 12:00, 16:04, 20:00, 00:00 and 04:00 k),
and the cerebral ganglion (brain) and eyestalks (retina and
optic lobes) were removed into chilled saline solution (Van
Harreveld, 1936). LD cycles that were 180° out of phase (ie.
lights on at 19:00h) were used to synchronize animals kifted
at 20:00, 00:00 and (4:00h. Disscciion of the cyestalks
required carcful removal of exoskeleton, muscles and
connective tissue layers. After the dissection, the wet mass of
ail structires was determined, and the two eyestalks from each
animal were weighed and analyzed together.

Neurochemistry

Dissected and weighed tissues were placed in 200y (adults)
or 100l (PO2 and juveniles) sample buffer consisting of 8 %
{v/v) acetic acid, 1.76 % (v/v) formic acid and ! mmoll!
cysteine in deionized water. Samples were manually
homogenized with a Teflon-plastic homogenizer and
centrifuged for 15 minutes at 12800 g. The supernatants were
collected, filtered through 045um  microconcentrators
(MWCO 3k), and analyzed for 5-HT by reverse-phase
high-performance liquid chromatography (HPLC) ~ with
electrochemical detection (LC-EC).

Quantitation of serotonin

The HPLC system consisted of a2 manual Rheodyse 7125
<204 loop injector and a 5 um analytical column {100 mm x
4,6 mm) with a 30 mm X 4,6 mm guard column (Supelcosil LC
8. 5pm). The mobile phase, modified from Marsden and
Joseph  (1986), comsisted of O0.15moll”! NaH:;POg,
0.1 mmott?! NazEDTA, 0.5mmol1! octane sulphonic acid
{sodivm salt) and 14 % (v/v) methaool in HPLC-grade water,
The pH was adjusted to 3.4 with phosphoric acid. The flow rate
was kept uniform at 1 mimin~ using a LaChrom-Hitachi L-
7100 pump. 5-HT was detected amperometrically using an
electrochemical detector (LC4C, Bioanalytical Systems) by
means of a glassy carbon electrode with an applied potential
of +0.6V versus an Ag/AgCl reference electrode. The 5-HT
peak in the tissue extract was identified by comparing clution
times of peaks in the extract with the elution time of a 5-HT
standard, The identity of the peak in each sample was fusther
verified by mixing 2 known amount of the 5-HT standard with
the tissue extract. A single symmetrical peak appeared that had
the same elution time as the 5-HT standard and a height that

was equal to the height of the presumptive 5-HT peak in the
sample plus the added 5-HT. The vollage-amperage curve
generated by the presumptive 5-HT peak was also compared
with that of the 5-HT standard. The 5-HT peak in the extract
was quaniified by measuring its height and comparing it with
the peak heights obtained following injections of standard 5-
HT prepared and analyzed the same day (Engbretson and
Battelle, 1987).

Daia analysis

5-HT contemt is reported per stucture and per
g wet mass tissue (g g~'). Chronograms were constructed as
group means * 15.2.M. To estimate the circadian rhythm for
every developmentaf stage, a single cosinor analysis {Halberg
et al., 1977; Nelson et al., 1979) was petformed upor the
groups of individual data. Only data obtained from animals
exposed to continuous light were analyzed by cosinor. The
software program DISPAC (Digital Amalysis Applied 1o
Chronobiology} developed at Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Autonoma de Mexico (Aguilar-Roblero
et al., 1997) was used. On the basis of a test period (f), cosinor
analysis adjusts data to a sinusoidal curve and provides an
objective test of whether the amplitude of the rhythm differs
from zero, i.c. whether the thythm is validated for an assumed
1. This method provides descriptive estimators for a number
of different parameters of a rhythm, i.e. acrophase, mesor,
amplitede znd percentage of rhythmicity (PR). Acrophase is
the crest time of the best-fiting mathematical function
approximating the data; mesor (M) is the value about which
oscillation occurs; when the interval of time between data
sampling is constant it equals the arithmetic mean of the
rhythmic oscillation. Hence in the present work it corresponds
to the arithmetic mean of the rhythmic osciltation of 5-HT
content over 24 k. The pericd is the duration of one complete
cycle of the oscillation ard it is expressed in units of time,
hence the mesor is not the mean period nor it is the mean of
amplitude of the cosine function. The formal definition of
mesor is the thythm-adjusted mean (Reinberg and Smolensky,
1983). In the cosinor method, amplitude (A) is equat to half
the difference between the highest and lowest values of the
oscillation, i.c. it is the crest-to-trough difference, and the
perceniage of rhythmicity (PR) is the percentage of the data
included within the 95 % confidence limits of the best-fitting
cosine function (Reinberg and Smolensky, 1983). The cosinor
test allows objective testing of the hypothesis that the rthythm
amplitude differs from zero using different trial period
Iengths. Several periods were tested to analyze whether the
temporal profiles observed in both structures studied under
constant conditions were indeed circadian in alf stages of
development.

Results
Identity of serotonin

Analysis of the extracts of crayfish brain and eyestalks
revealed the presence of a substance that oxidized at +0.6V
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and etuted at the same time as the 5-HT standard (mean clution
time = 936min). In addition, a single, symmetrical and
additive peak was observed when an external stardard of 5-HT
was added 1o the acid extracts in each injection (Fig. 1), The
voliage-amperage curve generated for the 5-HT standard and
the presumptive peak in the sample were also identical. On the
basis of these criteria, the peak was identified as 5-HT.

Changes in the contens of seratonin during development

The amount of 5-HT in the tissues assayed changed over the
course of a day, and the changes were similar whether the 5-HT
conicnt was expressed per structure or per g wel mass tissue,
The resulls described bere are usually given as 5-HT content
per gwotmasstssue. 5-HT is present in both brain and
eyestalks, at least from the second posiembryonic stage, and
circadian and ultradian changes in the content of this
monoamine were observed under constant light conditions at
all three stages of development. The S-HT content of the brain
{mecan under LD and LL conditions = 0.58140.36ugg™") was
always higher than that of the eyestalks (mean under LT and
LL conditions = 0.29920.15ugg™1).

In PO2 crayfish, 5-HT content fluctates with a daily thythm
under both LD znd LI conditions (Fig. 2). In the eyestalks
(Fig. 2A}, the time of maximal 5-HT content was found during
the dark period at 20:00h with a value of 0491£0.07 ugg™!,
while the peak in the brain occurred during the light period at
12:00h (0.64210.21 g g (Fig. 2B). After 72h of continuous
dim light, the peak in 5-HT coatent in the eyestalks (Fig. 2C)
moved o 16:00h, suggesting that the rthythm runs free.
Converscly, the peak in the brain (Fig. 2D) remained at
12:00h, indicating a period (1} very close or equal to 245 (see
Table 1). A slight shift in phase would not have been detected
by the sampling method used in this smdy. Table 1 shows a
single cosinor analysis of the osciflations in 5-HT content in
the brain and cyestalks. This revealed that the clearest circadian

SHT

Fig. 1. (A) Chromatograms of 2 og external
standard.  5-hydroxytryptamine  (5-HT).
(B) HPLC of an acid extract of adult crayfish
eyestalks. (C) Scparation of the same acid
extract muxed with ! ng of external standard
5-HT. Arrows indicate time of injection; tops
of peaks have been cropped in B 2nd C. For
details, see Matedials and methods.

Lo M

rhythm was in the brain of PO2 animals, and it easily fitted a
24 h period (percentage of ehythmicity 92.6 %). The acrophase
of [1.66h is very close to that seen in the chronogram.
Interestingly, at this stage of development, the 5-HT peak in
the brain always occurred before the peak in the cye, i.c. 8h
ahead under LD conditions and 4 h shead under LL condilions.
Cosinor analysis of the thythm in the eye under constant light
conditions revealed a bimodality with a period of 12k and an
acrophase at 4.71h (Table 1}.

Temporal changes in 5-HT content under different
conditions of illemination in the eyestalks and brain of juvenile
crayfish are shown in the chronograms in Fig. 3. Under LD
conditions (Fig. 3A,B), both structures showed a clear rhythm
in the amount of 5-HT present per gwet masstissue. The 5-HT
conteat underwent an initial rise during the light period, which
is more evident in the eyestalks, peaking at §2:00h then falling
o rinimal values by the onset of the scotophase at 20:00 h.
During the night, 5-HT content rose again to reach a maximal
valuc in both structures at 04:00h. Maximal 5-HT content
was 0.2762007ugg' in the eyestalks (Fig. 3A) and
1.175:0.25pgg™! in the brain (Fig. 3B). One of the two
harmonic peaks sean under LD cycles in the cyestalks persisted
under continuous illumination. Chronograms show the peak of
5-HT at 08:00h with a maximal value of 0.45320.16pgg™"
(Fig. 3C). Cosinor analysis suggests this oscillation has a
thythm with a period of 24.5h (percentage of rhythmicity
63.1 %, acrophase in 10.87h) (Table 1). Conversely, the
chronogram of 5-HT content in the brain under LL conditions
shows a clear bimodal rhythm with a peak at 12:00h
(0.802+0.36 ug g~} (Fig. 3D), The results of cosinor analysis
confirmed the bimodal oscillation and suggested it has 2 period
of 1lh (percentage of rhythmicity 39.2 %, acrophase in
9.77h). Comparisons of the fluctuations of 5-HT in both
structures reveal that under LD cycles, (Fig. 3A,B) the
maximal 5-HT content was found at the same time of day

0.5 nA

SHT

SHI
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daily rhythmic patterns of 3-
hydioxytryptamine (5-HT) content in
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means & SEM. (N=7-9 structures).
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changes in 5-HT content in the 1y N\
eyestalks.  (BD) The rhythmic \
chapges in 5-HT conteat in the brain.
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(04:00h). The 5-HT content did not peak at the same time in
the two structures uader LL conditions (Fig. 3C,D).

Changes in 5-HT content in the eyestalks and brain of adult
crayfish under LD arc depicted in Fig. 4A,B. Maximal 5-HT
content of both struchures occurred in the light period, but the
peak in the brain {12:00h) occurs 44 in advance of the pesk
in the eyestalks (16:00h). Both structures show a second 5-HT
peak during the scotoperiod. After 72h of centimuous
illumication, oscillations persist in both structures (Fig. 4C,D),
but a third peak of 5-HT concentration appears in the brain.
The maxirmtm coacentration of 5-HT in the eyestalks and brain
(048£0.14 g g in the eyestalk and 0.8+0.39gg™ in the
brain) occurs at the same time of day (00:00h) (Fig. 4C,D).
The bimodal fluctuaton in 5-HT content in dthe eye was
confirmed by cosinor analysis (Table 1). The oscillations best
fitted a period of 10.5h (percearage of rhythmicity 64.8 %)
with an acrophase of 4.48h. Cosivor analysis of the brain
chronogram showed the oscillations best fited a timodal
rhythm with a period of 9.3h (percentage of rhythmicity
7i2%), and an acrophase of 6.68h. The statistical
significance of the Auctuations in 5-HT caleulated by cositor
analysis was higher in PO2 animals (£<0.025) and in adult
animals (P<0.1).

1 1 1 1
008-.00 12:00 16:60 20:00 00:00 04:00

0 0 1 t 1 I 1
08:00 12:00 16:04 2000 00:00 04:00

Time of day (h)

Discussion

The results of the cumrent study demonstrate circadian
changes in the concentration of 5-HT in the brain and the
eyestalks of crayfish Procambarus clarkii from the second
postembryonic instar through o adulthood. The rhythm
appears o be endogencusly driven, since it continues to run
free under continuous light conditions. Thesc observations
indicate that 2 functonal pacemaker coupled to the
serotonergic system is active in crayfish at the time of hatching.
The development of S-HT immunoreactivity in different parts
of the brain of the crayfish Cherax destructor has been smudied
(Sandeman and Sandernan, 1990). These authors reported that,
by the second postembryonic stage, nearly ail the features of
the adult serotontergic system are present. Our biochemical
findings indicate that 5-HT is also present in Procambarus
clarkii at this age. Daily changes in 5-HT immunoreactivity in
Procambarus clarkii eyestalks, maintained in 12h:12h L:D
during development, have previously been reported
(Escamilla-Chimal et al., 1998). The biochemical results
reported here confirm and extend this earlier work.

The regional distribution and conceptration of 5-HT in
central nervous organs of adult crayfish from a different genus
have been well studied (Elofsson et al., 1982; Kulkami and
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Table 1. Single casinor analysis of chronagrams of 5-HT levels in eyestalks and brain extracts from crayfish of different
developmental stages after 72 hours of continuous illumination

Period or Mesor Amphtude Acrophase PR

Figures 1) Ggg™ teg™ Q) (%)

PO2 2c Eyestalks 12 0.535+0.045 0.130 4mn 583
24 05350053 0.108 14.64 4.7

2D Brain 2 0.968+0.314 0.214 1198 72

24 6.965+0.088 0768 11.66 92.6

Juvenile 3C Eyestalks 12 0.264+0.051 0089 922 338
1 0.264+0.039 0.119 10.60 60.6

4.5 0.264+0.038 0.119 10.87 63.1

3D Brain 11 0.504+0.073 0.131 977 39.2

12 0.504£0.080 0.123 1047 286

24 0.504+0.084 0.105 1359 206

Adult 4c Eyestalks 10.5 0.255+0.045 0121 448 64.8
12 0.295+0.059 0117 1.66 396

24 0.295£0.063 0.103 19.47 306

4D Brain 93 0.420+0.071 03374+ 6.68 712

12 0.420:0.124 0.116 117 128

2% 0420:0.128 6679 042 59

Values are taken from data shown in Figs 2-4.

Amplitude differs significantly from zero: *F=18.880, P<0.025; *#F=5.627, P<0.1.

Mesor, arithmeticsl mean of the adjusted rhythm.
PR, percentage of dhythmicity.

Fingerman, 1992; Sandeman et al., 1988, 1995ab). In the
crayfish Procambarus clarkii, Kulkami and Fingerman (1992)
and Rodrfgucz-Sosa et al., (1997) have measured the total
conteat of 5-HT, as deiermined by HPLC, in brain and
cycstalks, The range of 5-HT content found by these authors
was 0.054-0.168 g g~! wet mass tissue. The values reported in
the present work are higher than those reported by Kulkamni
and Fingerman (1992) and Rodriguez-Sosa et al., (1997), but
similar to those reported by others (Elofsson et al, 1982).
Interestiogly, the 5-HT concentrations expressed per
wetmass lissue were always higher in the youngest animals,
and 5-HT may have an additional role as a differentiation
regulator ot this age (Goldberg and Kater, 1989). In Crustacea
in particular, the 5-HT-containing dorsal giant neurons (DGNs)
play an important wle in the development of brain structures
{Beqton et al., 1997). We show that the 5-HT content has a
distinct rhythm af this age.

In eyestalks from animals maintained uoder LD conditions,
the Auctuations in 5-HT showed a bimodal pattern at ali three
siages studied. During development, the highest fevel of 5-HT
was obscrved during the dark period, but in the adult, the
highest level occurred during the light period, as fas been
reported  elsewhere for LL  conditions (Kulkami and
Fingerman, 1992). The rshythmic changes in 5-HT
concentration in the brains of PO2 and adult amimals
maintained under a LD cycle are simifar to those reported for
the brain and suprachiasmatic nucleus (SCN) of noctumal rats
(Campagnan and Inouye, 1994), with the highest levels
measured during the light period and the nadir occurring during

the dark period. Interestingly, under constant light conditions,
P02 animals showed a unimodal circadian pattern in both
structures studied, and this changed o a bimodal pattern in the
juvenile and adult stage. Cosinor analysis revealed that, in the
PO2 animals, the most significant shythm (in the brain) had a
period of 24h (P<0.025). The 24h rhythm diminishes in
significance in the juvenile and adult animals, as rhythms with
a period of 9h and 12h emerge. These results suggest there is
a progressive appearance of ultradian bouts, undeslying a very
damped circadian component not easily detectable by the
sampling method and the statistical analysis employed. If our
interpretation is correct, all the above could be the result of
either the action of a circadian oscillator upon central
mechanisms determining periodic pulsatility in the synthesis
and storage of 5-HT and int its release and mctabolism, or of
periodic variations in target-organ response, ie. brain
eyestalks, as has been proposed for some neuro—endocrine
rhythins in mammals (Haus et al., 1998).

The shythmic change in 5-HT reported here is important in
understanding the role of the serotonergic innervation of the
cerebral ganglion (Sandeman and Sandeman, 1990; 1998), 2
putative locus of pacemaker oscillators in Procambarus clarkii
(Page and Larimer, 1975; Barrera-Mera and Block, 1990) of
the 5-HT cell bodics and axouns in the four neuropils of the
eyestalk ganglion (Elofsson, 1983; Roddguez-Sosa et al,
1997), and of tryptophan hydroxylase immunoreactivity in the
retina (Escamilla-Chimai et al., 1998). Electrolytic lesions of
neuropils andfor neurons in the medial protocerebrum where
dorsal giant neurons project in other species (Sandeman et al.,
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1995a.,b} caused changes in the circadian thythm of activity in
juvenile Procambarus clankii (for & review, see Fanjul-Moles,
1999},

In vertcbrates, there is a good correlation between the
activity-rest cycle and the circadian variation of 5-HT (fora
revicw, see Redlem, 1996). The results of the curreat study
seem to confirm this comclation for Crustacea. The
development and characteristics of the 5-HT rhythm shown
in the present work and the motor activity thythm of crayfish
described previously (Fanjul-Moles et al., 1996, 1998;
Mirandz-Anaya and Fznjul-Moles, 1997) are similar. PO2,
juvenile and adult stages show a unimodal activity thythm
thart runs free and synchronizes 1o light with endogenous and
exogenous peaks, which depends on the development of the
eye (Fanjul-Moles et al., 1998). The endogenous peak in the
activity rhythm could be related to the endogenous 5-HT peak
that appears carly in development. It is possible 10 speculate
that this circadian 5-HT peak could reflect changes in the
activity of serolonergic neurons in brain that are related to the
pattern of crayfish behavior. The release of 5-HT in response
to electrical stimulation (Rodriguez-Sosa et al, 1997),
together with changes in the electrical activity of the
serotonergic neurons, have been reported in different species

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

The temporal development of the electroretinogram rhythm
scems 10 be refated to the bimodal and wimodal increases of 5-
HT found in both brain and eyestalks. The neuroendocrine
mechanisms  underlying  the  circadian  thythm  in
eleciroretinogram amplitede in adult crayfish are complex (for
a review, sec Aréchiga et al., 1993). The circadian secretion of
different neurchormones may affect the sensitivity of the eye.
Some of these endocrine rthythms have their zenith duning the
night, others during the day, but both types of thythm can be
modufated by 5-HT. The relationship between 5-HT, light and
some of these hormones has been documented (Kulkami and
Fingerman, 1992). Tt has been proposed that the late maturation
of the electroretitiogram rhythm depends on the maturation of
the X organ—sinus gland axis, which contains neurons from the
brain (Fanjul-Moles et al., 1987; Fuentes-Pacdo et al., 1992).
Another hormone that could be related to this rhythm is
melatonin. Recently, circadian rhythms of melatonin and
serotonin-N-acetylizansferase have been reported in aduit
crayfish eyestalks of Procambarus clorkii (Agapito et al,
1995). The synthesis of melatonin from 5-HT has not been
explored in crayfish. However, ontogenetic studies on the
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melatonin shythm in vericbmates revealed that the first clement
1o develop is the clock function in the suprachiasmaric nuclens,
and one of the last elements to develop is the enzymatic
capability of the pineal gland to convert N-acetyl-serotonin to
melatonin {for a2 review, see Klein, 1993). In crayfish, the
synthetic machinery for melatonin must be in the eye. The
retina and X organ—sinus gland axis have been proposed as
synihetic loci (Agapito et al, 1995; Balzer er al., 1997).
Observations from a previous stwly of irypiophan
hydroxylase-Jike immuonoreactvity indicate that S-HT
synthesis maust occur in the retina (Escamilla-Chimal et al,
1998); however, 5-HT newrons from the brain innervate the
medulls terminalis near the X organ where pincalocyte-like
cclls have been reported (Eloffson and Lake, 1971). Further
studies on the temporal interactions between 5-HT and
different endocrine rhythms during crayfish ontogeay may help
explain the lare development of the electroretinogram rhythm
ia this animal.
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