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RESUMEN

Se reporta la identificación y purificación de péptidos ecdisiotrópicos en el sistema

nervioso central (cerebro, ganglio torácico y cordón nervioso) del camarón blanco

Penaeus vannamei. Cuatro mil sistemas nerviosos de juveniles (13-16 g) fueron

extraídos en un solvente acidificado, posteriormente se utilizaron cinco pasos de

purificación por sistemas de columnas en HPLC, se obtuvo cuatro péptidos. Las

fracciones colectadas luego de cada paso fueron probadas sobre órganos “Y” cultivados

in vitro y se verificó su efecto sobre la producción de ecdiestseroides por medio de un

inmunoensayo para ecdiesteroides.

Luego de cada paso de purificación, varias fracciones resultaron positivas en los

bioensayos. Se escogió la fracción con mayor estimulación para proseguir con la

siguiente purificación. Después de la cuarta purificación cuatro picos ecdisiotrópicos

fueron obtenidos. Estos creyendose puros fueron secuenciados para determinar sus

masas através de MALDI-TOF-MS. Pero se observó que uno de los picos contenía seis

masas (872 Da, 1392 Da, 1598 Da, 1554 Da, 1742 Da y 1100 Da), sugiriendo que el

compuesto no era puro y mas bien era una mezcla de 6 compuestos. Los compuestos

fueron procesados a través de una quinta columna con el objetivo de separarlos para

eventualmente secuenciarlos.



1. INTRODUCCION

La muda es un proceso que ocurre en forma periódica en el camarón, e implica el

desprendimiento del tejido conectivo entre la epidermis y la cutícula, permitiendo así su

crecimiento (Chang 1991).

Como proceso fisiológico, la muda tiene un impacto en la industria camaronera, pudiendo

ser beneficiosa (muda por crecimiento) o presentarse en situaciones problemáticas (estrés y

enfermedades).

Es posible que cuando la muda se da en ambientes con animales enfermos la propagación

de la enfermedad es más rápida ya que los animales estan débiles y las bacterias y/o virus

aprovechan estas condiciones. Por otra parte, se ha observado una relación de la muda con

ciertas enfermedades (Le Moullac et al. 1997), tales como el Síndrome de Taura, la

Mancha Blanca e IHHNV, en los cuales los animales muertos presentan como característica

exoesqueletos blandos, sugiriendo una relación entre éstos dos procesos.

Por otro lado, Boddeke et al. (1978) mencionan que el ciclo de muda debe ser considerado

en el manejo del cultivo del camarón a nivel de camaronera, ya que siempre se tienen

camarones en diferentes estadíos de muda donde un porcentaje de ellos no se alimentan.

Aplicar las raciones alimenticias sin considerar dicho aspecto repercutirá en los costos de

producción asociados a la alimentación (Molina 2001). Una solución sería la

sincronización de la muda, obteniendo así una reducción en la conversión alimenticia y por

ende una reducción en gastos de alimento. De igual manera la sincronización de la muda

mejoraría las ganancias al tiempo de cosecha, debido a que la condición del exoesqueleto

(blando o duro) define el precio de venta del camarón, por lo tanto resultaría conveniente

poder inducir la muda a los camarones antes de las cosechas planificadas para así mejorar

el precio y calidad del producto.



Adicionalmente, la muda está relacionada con la maduración de hembras en cautiverio. La

maduraciónper se es un proceso de gran demanda energética y está alternada con ciclos de

crecimiento (muda-maduración-muda), el cual conlleva a un desgaste físico del animal.

Por lo tanto es importante considerar el ciclo de muda al inducir a maduración en

cautiverio. A nivel de laboratorio, la ablación del pedúnculo ocular es una práctica común

para acelerar la maduración ovárica (Yano 1993). Se sugiere realizar ésta operación en la

fase de intermuda con el fin de optimizar la eficiencia de la ablación (Browdy 1992), ya

que en la intermuda no se produce una interferencia entre los procesos de muda y de

reproducción. Si se procede a operar a los animales en post-muda los camarones por estar

blandos tienden a morir por estrés, mientras que en premuda, por conflicto entre los dos

procesos tardan en madurar o nunca lo logran (Aquacop 1977; 1979; Browdy 1992).

Por todos los aspectos antes anotados, es evidente que si podemos controlar y sincronizar la

muda, podríamos beneficiar a la industria camaronera, mejorando el precio del camarón a

la cosecha, reduciendo los costos de alimento y maximizando las técnicas de inducción a

maduración. Por último una mejor comprensión del proceso de muda, nos ayudaría a

entender su relación con el estrés y las enfermedades.

El presente trabajo propone la búsqueda de una hormona que nos permita controlar la

muda. Este estudio pretende identificar una hormona en el sistema nervioso del camarón

Penaeus vannamei, que estimule la producción de la hormona de la muda (ecdiesteroides).

La existencia de ésta hormona se basa en la analogía de la endocrinología  de crustáceos e

insectos.



2. REYISION BIBLIOGRAFICA

2.1. LA MUDA

La muda para los crustáceos representa la posibilidad de llevar a cabo los procesos

normales de crecimiento, ocurriendo de forma cíclica cada vez que el organismo está

preparado para aumentar de talla y peso (Bliss 1985). El ciclo de muda en peneidos ha sido

clasificado en varios estadíos, basándose en diferentes criterios, tales como cambios

externos en el color y textura del exoesqueleto, así como también cambios en el desarrollo

de nuevas setas (Robertson et al. 1987). Schafer (1968) propuso para Penaeus duorarum

otra clasificación basándose en los cambios morfológicas en los pleópodos, mientras que

Huner y Colvin (1979) para Penaeus californiensis y Penaeus stylirostris se basaron en

cambios morfológicos en los urópodos.

Bajo criterios de la clasificación realizada por Robertson et al. (1987) para P. stylirostris  y ,r

Penueus setifrus, la muda presenta cuatro estadíos (Fig. 1): F
.‘$tB

1 .-

2 .-

3 .-

Post muda temprana (estadío A) y post muda tardía (estadío B), que comprende el

período posterior a la muda. Externamente ésta fase se caracteriza por presentar la

cutícula suave y la epidermis transparente con pequeñas pigmentaciones.

Microscópicamente es mínima o nula la distancia entre la cutícula y la epidermis.

Intermuda (estadío C), es la fase en la cual externamente el exoesqueleto denota su

máxima rigidez. Microscópicamente presenta poca distancia entre la cutícula y la

epidermis.

Premuda (estadío Do), comprende la premuda temprana (DO-DI) y la premuda tardía

(Dz-D3). En ésta fase el animal se prepara para eliminar el exoesqueleto.

Microscópicamente se observa una gradual separación entre la epidermis y
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4.-

cutícula. En éste estadío se reabsorbe la cutícula antigua para formar la nueva

cutícula.

Ecdisis (estadío E), implica el desprendimiento del antiguo exoesqueleto para dar

lugar al endurecimiento de un nuevo exoesqueleto.

I II

Fig 1. Estadías  del ciclo de muda : Observación microscópica de la separación de la epidermis y la cutícula

en urópodos de Penaeus stylirostris y Penaeus setijkrus (tomado de Robertson et al. 1987).

2.2. CONTROL DE LA MUDA

El modelo actual de control hormonal de la muda involucra a la hormona inhibidora de la

muda (HIM) y a la hormona de la muda (ecdisona) (Skinner 1985).

2.2.1. Hormona Inhibidora de la Muda

Zeleny en 1905, observó que removiendo los pedúnculos oculares del cangrejo Uca

pugilator se aceleraba la frecuencia de la muda, lo que sirvió de base para realizar
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experimentos similares, en diferentes crustáceos tales como Callinectes sapidus (Skinner y

Gmham 1972), Eriocheir sinensis (De Leersnyder 1967), Gecarcinus lateralis (Holland y

Skinner, 1976),  entre otros. Por otro lado Bliss (195 1) indicó la existencia en el pedúnculo

ocular de la glándula sinusal, donde se produce un factor responsable del control negativo

de las tasas de secreción de ecdisona por el órgano “Y”. Se llamó a éste factor Hormona

Inhibidora de la Muda (Chang 1985). Adicionalmente Yang et al. (1995) demostraron

mediante cultivos in vitro del órgano “Y” de Penaeus japonicus conjuntamente con la

hormona inhibidora de la muda, que ésta inhibía la producción de ecdiesteroides.

2.2.2. Hormona de la muda

La hormona de la muda es producida y liberada por el órgano “Y” (Fig. 2), el cual es una

estructura endócrina no neural, situada en la segunda antena o segundo segmento maxilar

en cangrejos (Sedlmeier y Fenrich 1993). Adicionalmente, se sabe que el órgano “Y”

secreta ecdisona a paritr del colesterol; posteriormente la ecdisona es liberada al torrente

sanguíneo donde es convertida a 20-hidroxiecdisona por contacto con la epidermis

(Lachaise y Lafont 1984).

Fig. 2. Ubicación del órgano Y en Peneidos  (tomado de Séfiani 1996)



6

Varios trabajos sobre la caracterización de hormonas de muda en artrópodos han sido

conducidos sobre insectos y crustáceos, trabajos que han permitido determinar a la 20-

hidroxiecdisona (Fig. 3) como la forma activa y circulante de la hormona de la muda (Horn

et al 1966; Hampshire y Horn 1966).

Fig. 3. Principales moléculas de ecdiesteroides en crustáceos: a) ecdisona y b) 20-hidroxiecdisona (Tomado

de Huberman 2000)

Se tiene conocimiento que en P. vannamei, la circulación de 20-hidroxiecdisona varía a lo

largo del ciclo de muda, siendo bajas sus concentraciones durante el período intermuda,

produciéndose un incremento dramático durante la premuda para luego disminuir

precipitadamente previo a la exuvia (Nieto 2000).

2.2.3. Hormona estimulante de ecdiesteroides

Si bien es cierto que la ecdisona es la hormona de la muda, existen evidencias que soportan

la existencia de otra hormona que controla la producción de ecdiesteroides por el órgano Y,

una hormona estimuladora de ecdiesteroides (Carlisle y Dohrn 1953; Martin et al. 1980).

Esto ha sido demostrado en Homarus americanus (Chang y Bruce 1980; Chang 1985) y en

cangrejos Uca pugilator, en ésta última especie se observó que a pesar que sus pedúnculos

oculares fueran extirpados se producían variaciones en la concentración de ecdiesteroides

durante el ciclo de muda (Hopkins 1983; 1986).
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Adicionalmente se ha observado que existe una relación en los efectos de cambios

intracelulares de calcio producidos en órganos “Y” del crayfísh, ya que altos niveles de

calcio intracelular incrementan en forma significativa la biosíntesis de ecdiesteroides in

vitre (Sedlmeier et al. 1999).

Nieto (2000) soporta la existencia de un factor estimulador de ecdiesteroides, a la que llama

Ecdiesiotropina, la que sería de acción análoga a la hormona Protoracicotrópica (PTTH)

producida por el cerebro de insectos (Smith y Sedlmeier 1990; Watson et al. 1993) y que

estimula a la glándula protorácica para la síntesis de ecdiesteroides.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. ANIMALES

Juveniles de P. vannamei (13-16 g) fueron cosechados de piscinas camaroneras

(EXPROFRUTO) de la Provincia del Guayas. Los animales fueron mantenidos en tanques

internos del laboratorio de maduración del CENAIM, donde fueron alimentados ad libitum

con alimento balanceado hasta ser utilizados.

3.2. PREPARACION DEL EXTRACTO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Cuatro mil juveniles Penaeus vannamei (13-16 g) fueron disectados para la preparación de

un extracto del sistema nervioso (cerebro, ganglio toraxico y cordón nervioso) (Fig. 4).

Para la disección se eliminó el exoesqueleto del cefalotórax, el hepatopáncreas, el estómago

y los pedúnculos oculares desde la base, justo debajo de los cuales se encuentra el cerebro.

A continuación se extrajo el ganglio torácico siguiendo por la región ventral del cefalotórax

(base de los pleópodos) y el cordón nervioso en el abdómen.

Estos tejidos fueron homogenizados en una solución metanólica (metanol: agua: ácido

acetico 90:9:1), sonicados y centrifugados a 8.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se

separó el sobrenadante, se resuspendió el pellet en solución metanólica y se repitió el

proceso nuevamente. Se juntaron los dos sobrenadantes y se evaporó el metano1 por

rotavapor. Se transfirió la fase acuosa a tubos de polipropileno y se adicionó un volúmen

igual de acetato de etilo, se agitó por 5 minutos y centrifugó a 13. 000 rpm por 10 minutos a

4’C. Se eliminó la capa superior dejando la fase acuosa con los neuropéptidos. Se

adicionó un volumen igual de n-hexano, se agitó nuevamente centrifugando y recuperando

la capa inferior. Posteriormente se eliminó el remanente de n-hexano por rotaevaporación,
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resultando en un extracto acuoso con neuropéptidos.

Fig. 4. Esquema del sistema nervioso central de Penueus  vannamei (tomado de Bell y Lightner 1988)

Como paso de purificación previo al uso del HPLC se utilizaron columnas preparativas Cl8

Varian, fueron enjuagadas con 25 mL de solución acetonitrilo (90% AcN y 0,l % de TFA)

y posteriormente con 25 mL de agua miliQ 0,l % TFA. Seguidamente se filtró el extracto

de neuropéptidos por filtros milipore 0,2 Pm antes de cargar la columna y se dejó pasar el

extracto sin conservar el efluente. Se realizó un lavado con 25 mL de agua mili-Q 0,l %

TFA (sin recoger el efluente). Se eluyó los neuropéptidos adheridos a la columna,

realizando un lavado con 25 mL de solución de AcN al 50% y O,l% de TFA, recolectando

el efluente (extracto llamado 50 % Acetonitrilo). Se efectúo un segundo lavado con 25 ml

de solución de acetonitrilo al 80% y O,l% TFA, recolectándose el efluente (extracto de SN

80 % Acetonitrilo).

3.2.1. Purificación

Para la purificación se utilizó un HPLC (Schimadzu, modelo LC-6 A). Para la inyección

del extracto se eliminó primeramente el AcN del extracto de 50% AcN mediante

rotaevaporación, luego se dividió el volúmen del extracto en dos partes (A-B) debido a que
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la muestra completa representa demasiada carga para la columna, se inyectó la primera

parte a la primera columna semipreparativa Bondapak Cl8 (25 x 100 mm; 3 nm; 15 pm,

Waters Corporation). Para la corrida se utilizaron 2 soluciones: A (agua miliQ y O,l%

TFA) y B (50% AcN; 0.1% TFA). El programa de elución fue de: O-10 min con 100% de

A, lo-150 min con un gradiente de 100% A-l 00% B. Se utilizó un flujo de 6 ml/ min y se

recogió las fracciones cada dos minutos Este proceso fue repetido para la parte B del

extracto corriendo el mismo programa.

Las fracciones seleccionadas para la segunda purificación fueron inyectadas de igual

manera que en la primera purificación, en dos partes (A y B) a una segunda columna semi

analítica S5Cl (4,6 x 250 mm; Waters Corporation). Las soluciones utilizadas para la

elución fueron las mismas de la corrida anterior, aplicando un programa de: 0- 10 min con

100% de A; 1 O-70 min con O-50% B; 70-l OO min con 5080% B; 100-l 10 min con SO-

100% B y un flujo de 1 ml/min. Los eluentes fueron recogidos de acuerdo a los picos

representados en el cromatograma (proceso similar para las purificaciones posteriores). d

Para la tercera purificación la fracción escogida del paso anterior fue inyectada a una

columna analítica C8 waters Spherisorb (250mm, 5 pm, Waters Corporation). Para ésta

corrida se cambió la solución B (60% de AcN : 40 % de agua miliQ: O,l% TFA). El

programa a seguir fue O-10 min con O-25%B; lo-30 min con 25-50% B; 30-40 min con 50-

50% B; 40-100 min con 50-l 00% B. Se utilizó un flujo de 1 ml/min.

A la cuarta columna se inyectó la fracción positiva de la purificación anterior, siendo ésta

una columna semi analítica S5C 1, cuyas especificaciones se detallaron anteriormente. Las

soluciones utilizadas para la elución fueron las mismas de la corrida anterior. El programa

a seguir fue O-5 min con O-25% de B; 5-65 min con 25-50% B; 65-75 min con 50-50% B;

75-80 min con 50-l OO%B .
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3.3. BIOENSAYO

3.3.1. Disección del Owano “Y”

Posterior a la identificación del estadío de muda C-Do en los animales (según metodología

de Robertson et al. 1987), los camarones fueron colocados en agua salada con hielo por 5

minutos, para desacelerar el metabolismo. Luego se realizó un corte longitudinal,

separando el cefalotórax del abdómen seguido por un segundo corte desde la región ventral

a la dorsal, dividiendo el cefalotórax en dos mitades iguales. Sobre una bandeja pequeña de

metal con agua de mar (4”C), se fijó a una almohadilla de caucho una de las secciones

colocando la parte del exoesqueleto hacia abajo. Seguidamente se separó el otro lado hacia

atrás (branquias y periópodos) y se sujetó con agujas a la almohadilla ambos lados, de

manera que quedó expuesta la epidermis que recubre la región branquial. Se realizó un

corte siguiendo la línea de unión de la epidermis con el exoesqueleto que cubre la cámara

branquial desde donde nace el branchiopodito hasta un nervio que se observa

transversalmente. Luego se completó el corte hacia arriba y en los extremos en forma de

un rectángulo. Se transfirió cada órgano Y a un microtubo con agua de mar estéril (4°C)

por 10 minutos, para su estabilización previa a la incubación en el medio de cultivo.

3.3.2. Cultivo de ópanos “Y” in vitro

Una vez disectados los órganos “Y” y haberlos mantenido en agua de mar estéril, durante

un mínimo de 10 minutos a 4”C, se transfirió cada órgano “Y” a una celda en las cajas

microelisa (marca Nunc-ImmunoTM surface) que contenía 200 pL de medio de cultivo

M199 (preparación según Blais et al. 1994) por el lapso de una hora (ti). Luego de la

primera hora de incubación, un órgano “Y” (tratamiento) fue removido a una celda que

contenía medio de cultivo fresco y 10 pL de extracto del sistema nervioso, mientras que el

i.
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otro órgano “Y” (control) se depositó en una celda con medio de cultivo fresco sin extracto

del sistema nervioso. Ambos órganos Y fueron incubados por un lapso de dos horas (tz).

Posteriormente los órganos Y fueron removidos a otra celda con medio de cultivo fresco

por una hora más (t3). Terminado el tercer período de incubación, se desecharon los

órganos Y almacenando las muestras de medio de cultivo a una temperatura de -20°C.

3.3.3. Determinación de Ecdiesteroides

La cuantificación de la producción de ecdiesteroides fue realizada por EIA, según la

metodología indicada por Blais et al. (1994). El anticuerpo 20-hidroxiecdisona (AS4919)

fue donado por el Prof. Patrick Porcheron (Universidad de Paris, Francia). El tracer

enzimático (20-hidroxiecdisona fijado a la peroxidasa) fue generosamente obsequiado por

el Prof. Delbeque (Lyon-Francia). La calibración de la curva fue realizada con 20-

hidroxiecdisona (SIGMA H-5 142).

La lectura se realizó en un espectofotómetro BIOCHRAMIT a 620 nm. La información

obtenida (absorvancias) fueron transformadas utilizando la fórmula:

S - B  x 1 0 0
Bo-B

B : es igual a la absorbancia del blanco

S: es igual a la absorbancia del estándar o muestra

Bo: es igual a la absorbancia del control de 100% de unión

Para determinar el grado de estimulación de ecdiesteroides se relacionó la concentración

obtenida del tl y el t3 para el tratamiento y el control del proceso de incubación (ver

ejemplo).
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-Primera hora (tl)

Concentración de ecdiesteroides del OY-Tratamiento 73,ll ng/mL

Concentración de ecdiesteroides del OY- control 108,O ng!mL

Tasa de la concentración de ecdiesteroides Tr 73.11/108= 0,68

-Tercera hora (t3)

Concentración de ecdiesteroides del OY-Tratamiento 0,7 Ong/ml

Concentración de ecdiesteroides del OY- control 0,25 ng/ml

Promedio de la concentración de ecdiesteroides T3 0,7/0,25  = 0,36

-Relación de la tasa de producción t3/tl

Tasa del tt: 0,68 ng/ml

Tasa del ts: 0,36 ng/ml

*Tasa de estimulación: 0,36/0,68  = 0,53

*Si la tasa de estimulación es >l: Hubo estimulación en comparación con el control

*Si la tasa de estimulación es < 1: El tratamiento produjo una inhibición en comparación con el

control.
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4. RESULTADOS

Cuatro mil sistemas nerviosos de juveniles P. vannamei fueron disectados y procesados

según se indica en el capítulo de materiales y métodos. De la primera purificación

(columna Bondapak) se obtuvo 144 fracciones, las cuales fueron agrupadas en lotes de

5 fracciones consecutivas para determinar su efecto sobre órganos Y cultivados in vitro.

De la primera columna se obtuvieron 5 pools positivos en el bioensayo, de los cuales se

escogió el que tuvo mayor estimulación (6,6 veces mayor que control para ser probado

individualmente). Posteriormente se probaron en forma individual las fracciones que

comprendieron al pool positivo, resultando estimulantes dos de ellas (fracciones 67 y

68) (Fig. 5) para ambos lotes (A y B). Estas fracciones eluyeron bajo condiciones del

80% del solvente B (es decir a 40% AcN) a 142-146 minutos.

Para la segunda purificación se mezclaron las 2 fracciones positivas de cada lote (67 y

68 del batch A; 67 y 68 del batch B) y se inyectaron a la segunda columna S5Cl. Se

obtuvieron 56 picos (Fig. 6), resultando positivos en el bioensayo 2 picos (picos 3 y 7)

con 25 y 50 veces mayor que tl. Los picos 3 del batch A y 7 del batch B eluyeron bajo

condiciones del 60% de B (30% AcN) y 34% de B (17% AcN) respectivamente, a un

tiempo de 35 min para la fracción 3 y 29 min para el pico 7.

Para la tercera purificación los dos picos (lote A y B) de la segunda purificación que

presentaron mayor estimulación fueron inyectados y procesados en la tercera columna

(C8), obteniendo 74 picos (Fig. 7), de los cuales 12 fueron positivos luego de la prueba

in vitro. Se escogió el pico 9 para continuar la siguiente columna de purificación, por

haber obtenido la mayor tasa de estimulación (48). Este pico eluyó bajo el 57% de B

(28,1% AcN) a un tiempo de 26 min.
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Primera Columna

10 - 154 minutos: A -100% B
150- 160minutos:  100% B

Lavado de 50 minutos: 100% A

KW% B

50% B

0% B

Fig. 5. Cromatograma resultante de la primera purificación utilizando la columna Bondapak. Se indica
en la figura el programa utilizado y las fracciones positivas resultantes luego de la prueba en el
bioensayo (con una flecha).

O-l0  minks lCUI%A
10.7Onin1&0s  MOIB

pico 1 703al minlor:  -080 w
1Wll0tintics1W%B

0 10 al 30 4l 50 60 Ñ al 90 100 110

Tiempo (minutos)

O%B

Fig. 6. Cromatograma resultante de la segunda purificación utilizando una columna S5Cl. Se indica el
programa utilizado, la fracción positiva resultante luego de la prueba en el bioensayo y la
fracción seleccionada para la tercera purificación (marcada en la parte inferior)
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Fig. 7. Cromatograma resulante de la tercera purificación utilizando una columna C8.
En la figura se indica el programa utilizado y la fracción que obtuvo la mayor
estimulación luego de la prueba en el bioensayo.

El pico positivo resultante de la tercera purificación se inyectó a la cuarta columna

S5Cl obteniendo 55 picos (Fig. 8). Luego de probarlos resultaron positivos 16 de

ellos. Posteriormente se escogieron los picos que presentaron mayor estimulación: ll,

20,21, y 47 (con una estimulación de 4,25, 18 y 5 mayor que tl). Estos picos eluyeron

bajo condiciones de 56%, 70%, 72% y lOO%B (es decir 28%, 35%, 36%, 50% de AcN),

a un tiempo de 12 min, 27 min, 28 min y 67 min respectivamente. Las muestras

mencionadas fueron liofílizadas y enviadas a laboratorio del Instituto de Zoología de la

Universidad Católica de Lobaina-Bélgica para determinar su masa y secuenciación.

Se analizaron las masas de los picos seleccionados, de los cuales sólo el pico 21

presentó la suficiente cantidad de material para ser analizados en el lector de masas

(MALDI-TOF-MS), detectando que éste pico posee 6 posibles péptidos. Estos 6 picos

fueron pasados por una quinta columna para ser separados y poder secuenciarlos en

forma individual. Las masas resultantes fueron 872 Da, 1392 Da, 1598 Da, 1554 Da,

1742 Da y 1100 Da.
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Pico 20 50% B

Propama:
0 -5 minutos: 0 - 25% Ll

Pico 21 S - 65 minutos: 15 -SO% B
6S- IS minubs: 50.50% B
lS- R<) min,,tnr:  Sn IM%R

Fig. 8. Cromatograma resultante de la cuarta purificación utilizando una columna S5Cl. Se indica el
programa utilizado y las fracciones positivas resultantes luego de la prueba en el bioensayo.
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5. DISCUSION

En éste trabajo se reporta la identificación y purificación en el sistema nervioso de

camarones juveniles Penaeus vannamei de varios compuestos que estimulan la

producción de ecdiesteroides por parte del órgano “Y”.

Tradicionalmente, la endocrinología de crustáceos ha aceptado por más de dos décadas el

modelo de control de la muda que involucra dos hormonas, la hormona de la mudaper se

(ecdisona) y una hormona inhibidora de la producción de ecdisona, la cual está presente

en el pedúnculo ocular, e nhibe directamente al órgano “Y” a producir ecdiesteroides.

Durante mucho tiempo éste modelo bihormonal ha sido aceptado, pero en contadas

ocasiones se ha sugerido la existencia de una tercera hormona que controlaría

positivamente la producción de ecdiesteroides

La idea de la existencia de una hormona estimuladora de la producción de ediesteroides

en insectos es muy antigua, ya que fue Kopec quien en 1922, planteó la hipótesis que el

cerebro estaba involucrado en la regulación de la muda. Esta hipótesis fue años más

tarde comprobada con el uso de cultivos in vitro, a través de los cuales se demostró que

en el cerebro de los insectos existían distintas células que sintetizan una neurohormona

llamada en aquel entonces hormona del cerebro (Williams 1947) o conocida también

como hormona Prothoracicotrópica (PTTH), la misma que está involucrada en la

estimulación de la secreción de ecdisona por la glándula prototorácica en insectos (Smith

y Sedlmeier. 1990).

Mediante estudios realizados en Manduca sexta se purificó la hormona protoracicotrópica

(PTTH), identificando dos, una de tamaño relativamente grande (28Kda) y otra pequeña

(7 Kda) (Bollenbacher et al. 1984). Por otra parte, Hopkins en 1983 y 1986 sugirió la

existencia de una hormona similar en crustáceos, basada en el hecho de que al ablacionar

bilateralmente a cangrejos Uca pugilator estos pudieron modular los niveles de

ecdiesteroides sin la acción de la hormona inhibidora que está normalmente presente en

el pedúnculo ocular. Más recientemente, se observó in vitro, que los órganos “Y” fueron

estimulados a producir ecdiesteroides al incrementar el calcio intracelular (mensajero
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secundario), lo que sugiere que algún compuesto debe utilizar este incremento en calcio

para ejercer una acción sobre el órgano “Y”, que en este caso sería una acción

estimuladora (Smith y Sedlmeier. 1990).

Basados en éstos conocimientos y en la similaridad de la regulación endócrina de la muda

de los crustáceos con los insectos, se concibió éste estudio con el sistema nervioso del

camarón (cerebro, ganglio torácico y cordón nervioso) Penaeus vannmei, probando

mediante cultivos in vitro la estimulación de producción de ecdiesteroides por el órgano

“Y” ante el contacto con el extracto del sistema nervioso central del camarón (SNC).

Durante el transcurso de los diversos pasos de purificación se observó la presencia de

varios compuestos que estimulaban en diferente grado la producción de ecdiesteroides.

En cada caso, se escogió aquel que tenía mayor estimulación, sin embargo el hecho de

que varios compuestos estuvieran presentes resultó sorpresivo. Este hecho puede deberse

quizás a que éstos son el resultado de diferentes versiones de transcripción de un mismo

gen, los cuales varían tan solo en algunos amino ácidos, lo cual resultaría en una

disminución en la actividad. En crustáceos la familia de la CHH (Hormona

Hiperglicemiante) es un claro ejemplo de secuencias similares (isoformas) con diferente

grado de actividad y con tiempos de elución muy cercanos (Huberman 2000).

Desafortunadamente con los resultados con los que se cuenta al momento no podemos

confirmar ninguna de estas posibilidades, es necesario primero purificar todos los

compuestos que han presentado una actividad a lo largo del proceso de purificación, y

verificar si existe una similitud en sus secuencias y confirmar su actividad con versiones

sintéticos de los mismos.

Apesar que no se pudo concluir éste trabajo con la secuencia de los compuestos

identificados, podemos realizar inferencias con respecto a algunas características que se

pudo observar durante su purificación. El programa de purificación utilizado se basó en

columnas que seleccionan compuestos dependiendo de su afinidad por el agua. Los

péptidos son de carácter hidrofílico, por lo que se espera que eluyan bajo condiciones de
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baja concentración de solventes. En el caso de la fracción inicial de purificación

(fracción 67 y 68 de la primera columna de purificación - Bondapak) ésta eluyó a una

alta concentración de acetonitrilo, casi al límite para un péptido. Es posible que ésta

característica sea importante para su funcionabilidad, y que esté definida por su

conformación estructural. Con respecto a las masas de los péptidos obtenidos (800 -

1800 daltons), estos corresponderían a compuestos que podrían variar entre 10 hasta 25

amino ácidos. La literatura existente para insectos indica que la hormona

protoracicotrópica tiene peso mucho mayor (28,000 y 7,000 daltons), por lo tanto, los

péptidos identificados no estarían relacionados. Por otro lado, puede ser que los péptidos

identificados esten relacionados con la insulina. Nogueira et al. (1996) identificaron en

Manduca sexta, que durante el proceso de metamorfosis, un péptido tipo insulina era

evidenciado en células neurosecretoras; con el fin de confirmar ésta hipótesis actualmente

se estan realizando pruebas sobre el efecto in vitro de insulina sobre la producción de

ecdiesteroides con el órgano “Y”.

Una vez que se cuente con el(los) péptido(s) puro(s) correspondiente(s) a el(los)

factor(es) ecdisiotrópico(s), aún se requiere de varios estudios para poder confirmar y

compreder  el rol y la utilidad de este péptido(s) para la industria camaronera.

Primeramente se deberá confirmar la secuencia del péptido, para lo cual éste deberá ser

sintetizado y probado nuevamente en el bioensayo in vitro y posteriormente in vivo.

La verificación de la acción in vivo de un péptido purificado con un bioensayo in vitro es

vital para la confirmación de la función, Con respecto a estudios fisiológicos, un

anticuerpo policlonal puede ser preparado con el fin de contar con un método de

detección y cuantificación de éste compuesto para estudios de cinética de producción,

momento de síntesis y liberación e identificación de las células productoras.

Para la aplicación del péptido en el control y sincronización de la muda, debe primero

conocerse si éste puede ser administrado por vía oral, para lo cual se deberá constatar si

el péptido es sensible a la acción de enzimas de digestión y posteriormente si luego de

absorbido y circulante en el torrente sanguíneo, éste aún conserva su actividad. Si el
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péptido es degradado por enzimas digestivas o en la hemolinfa, se pueden realizar

cambios en la secuencia determinando primero cual es la región clave para mantener la

actividad y posteriormente se cambian amino ácidos no vitales por otros más resistentes,

haciendo menos susceptible al péptido, en otras palabras, se produciría un análogo.

Finalmente, si no es posible alterar la secuencia para producir un análogo sin

comprometer la función del mismo, se puede encapsular el compuesto o realizar

implantes, tal como se realiza para peces para inducir a la ovulación utilizando la

hormona gonadotropina (Mylonas 1995; 1996; Berlinsky  1996).

Es un hecho que estos resultados abren una nueva línea de investigación, la cual tendría

como objetivo final, el control del proceso de muda. Es importante tener en cuenta y

recordar que este péptido(s) estimularían el ciclo de muda, y no el proceso

crecimiento (aumento de peso y masa muscular).
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6. CONCLUSION

Se ha purificado un péptido del sistema nervioso de camarones juveniles Penaeus

vannamei que es capaz de estimular in vitro la producción de ecdiesteroides (hormona de la

muda) por parte del órgano “Y”.
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