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N T Ro D u e el o N 

GENERALIDADES SOBRE LA COMUNICACION INTERNEURONAL./ 

La característica de las células excitables (nerviosas y musculares) es 
precisamente su excitabilidad, es decir su ~habilidad para generar respuestas 
activas, con despolarización de la c.membr.an·a·; .ª.ciertos cambios en su ambien
te inmediato. Cualquier agente que ·cafi1bie :la,,exc.itabilidad de una célula au
menta (excitación) o disminuye (inhibiciónL··ra::.probabilidad de que suceda u
na respuesta activa de l~ memb.ra.na. con}desp'olarización y propagación. En el 

·caso de las células nerviosas tal: J:"espuésta se denomina impulso nervioso. 

·La transmisión sináptica :·del .'tipo químico es un medio para influenciar 
la excitabilidad de las célula·s p·ostsinápticas en un sentido inhibitorio o exci
tatorio. Sin embargo, · 1as sustancias transmisoras no son los únicos agentes 
que pueden afectar la excitabilidad de las células, así como la membrana sub
sináptica es sólo una pequeña parte de la compleja maquinaria celular. 

Si se compara el significado de la transmisión sináptica química en rela
ción con la transmisión sináptica eléctrica se vería que ésta última represen-
ta la transmisión sináptica genuina, esto es, la transmisión de un impulso 
eléctrico de una célula nerviosa a otra. Es una característica de la transmi
sión sináptica eléctrica que un potencial de acción presiná!)tico dispare un po
tencial de acción postsináptico, que se propaga a través de toda la membrana 
postsináptica. La transmisión sináptica química, por otra parte, genera poten
ciales pos"tsinápticos locales, que influyen sobre la excitabilidad de la célula 
postsináptica. En la mayoría de los casos un impulso presináp"tico es insuficien
te para elevar la excitabilidad a un nivel en donde se suceda una respuesta 
propagan te. 

La mayoría de las células musculares y las células nerviosas a lo largo 
del reino animal responden a los impulsos nerviosos presinápticos con potencia
les postsinápticos graduales. Estas respuestas sinápticas están sujetas a una 
sumatoria extensiva, a la facilitación y a la desfacili"tación; en otras palabras, 
las células son capaces de integrar las entradas sinápticas temporales y espa
ciales. 
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Es muy importante reconocer que el result:ado de la int:egración. y de 
cualquier acción transináptica, .depende siempre de dos factores: a) el agente 
actuante (la sustancia transmisora), y b) el sistema de respuesta. La sustan
cia transmisora puede influenciar la excit:abilidad, pero la intensidad de esta 
influencia depende mucho del estado de excitabilidad que prevalecía justo an
tes de la llegada de la sustancia transmisora. Si la membrana celular está co
locada cerca del umbral de disparo, una o unas cuant:as liberaciones de t:rans
misor pueden generar el disparo de la célula postsinápt:ica. Pero el mismo pa
trón de liberación será inefectivo para provocar el disparo si el nivel de exci
tabilidad de la célula postsinápt:ica es menor. 

La excit:abilidad está determinada por numerosos factores, tales como la 
estructura de la membrana celular (composición proteínica y lipídica), .el pH 
intracelular y ext:racelular, la _t:ensión de C02 y de O:z. , la temperatura, el 
campo eléctrico, la energía disponible para el transporte activo a través de la 
membrana, las concentraciones de iones internas y externas, y la permeabili
dad relativa de la membrana a los iones. La excitabilidad, entonces, puede 
ser controlada por cualquier agente que influya sobre cualquiera de éstos u 
otros factores relevantes. 

Se usa el término "sustancia moduladora" para cualquier compuesto de 
origen celular y no sináptico que afecta la excitabilidad de las células ner
.viosas, y representa un eslabón normal en los mecanismos reguladores que go
biernan la actuación del sistema nervioso ( 1). Tales sustancias moduladoras 
puede_n afectar las respuestas de las células nerviosas a· las acciones transi
nápticas de las neuronas presinápticas, y pueden alterar la tendencia a ·1a 
actividad espontánea. 

E.s importante reconocer que cambios pequenos en la excitabilidad pueden 
tener efectos profundos sobre la actividad del sistema nervioso central debido 
al carácter de todo o nada de la generación del impulso nervioso. Una cierta 
descarga presináptica podría no provocar, normalmente, la generación de im
pulsos nerviosos postsinápticos, aún cuando incrementaría la excit:abilidad 
postsinápt:ica suficientement:e como para que permitiera que ot:ros impulsos que 
llegaran de otros canales presinápt:icos dispararan una respuest:a. Cualquier 
fact:or que eleve la excitabilidad postsinápt:ica puede increment:ar la responsi
vidad post:sináptica en forma suficiente para hacer que las células respondan 
a la descarga presinápt:ica que previament:e se encontraba por abajo del um
bral. Si consideramos a la conduct:a animal, t:al modulación de la excit:abili
dad postsináptica sería decisiva, porque est:o significaría que un agente modu
lador puede generar ciertos tipos de conducta. No resulta difícil visualizar nu
merosas sit:uaciones en donde la modulación de la excit:abilidad desempeñaría 
un papel import:ante (1). 

Una sustancia moduladora que provocara un cambio en cualquiera de los 
siguientes parámetros afectaría profundamente la excitabilidad: 1) cant:idad de 
transmisor liberado presinápticamente; 2) curso temporal de la liberación del 
transmisor; 3) cantidad de transmisor disponible para reaccionar con el recep
tor subsináptico; 4) cantidad de recept:o_r subsinápt:ico disponible para la ac
ción del transmisor; 5) curso temporal del cambio de permeabilidad causado 
por la acc.ión del transmisor (curso temporal del potencial postsináptico); 6) 
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grado del cambio de permeabilidad causado por el transmisor liberado Cpropor
ción""'cambio de conductancia a los iones); 7) conductancia de la membrana en 
reposo de la célula postsináptica; 8) umbral de disparo de la célula postsi
náptica; 9) potencial de membrana postsináptico (consecuencia de las conduc
tancias relativás a los iones); 10) resistencia intracelular (afecta la consta·n
te espacial); 11) grado y constante temporal de acomodamiento. 

Las condiciones y procesos que pueden causar cambios en los parámetros 
que afectan la excitabilidad, entre otros, son los siguientes: 1) fransporte de 
neurotransmisores, precursores y enzimas asociadas, a lo largo del axón hacia 
la terminal sináptica; 2) metabolismo celular, en particular la .activación en
zimática, y la movilización o activación del sustrato; 3) pH celular; 4) ten
sión intracelular y extracelular· de C02 y 02 ; 5) volumen y compo.sición del es
pacio extracelular;· 6) estructura ·de la membrana y sus características de per
meabilidad. 

Las sustincias:· ·~odul.;._doras pueden tener su origen. en una variedad de 
fuentes. Esta's.;.pUtederi· ser:. 1) las células nerviosas; ·2) las células gliales; 
3) las glándulas y:. células glandulares; 4) las células neurosecretoras; 5) las 
células ependimales. · 

Las. susta~cias moduladoras bien pueden ejercer sus efectos realizando 
cambios de permeabilidad semejantes a los que efectúan las sustancias trans
misoras regulares. Una diferencia importante es que la .acción del transmisor 
está. restringida en espacio a la membrana subsináptica, y en tiempo a la du
ración de la liberación del transmisor. Por. otra parte, se puede esperar que 
los moduladores se encuentren presentes por mayores períodos de tiempo y que 
afecten ª· otras regiones fuera de las áreas sinápticas específicas e 1). 

Desde hace varios años se sabe que la comunicación interneuronal puede 
ser positiva (excitación de la neurona postsináptica) o negativa (inhibición 
de la neurona postsináptica), lo cual ha originado la idea de que la actividad 
del sistema nervioso se regula no sólo por una excitación activa de las neuro
nas, sino también, y quizá más efectivamente (2,3,4), mediante la inhibición 
de las neuronas. 

Desde un punto de vista bioquímico, la comunicación excitadora o inhibi
dora significa la liberación de un transmisor químico excitador o inhibidor, 
respectivamente, y su interacción con un receptor específico situado en la mem
brana postsináptica. De acuerdo a este concepto, cuando una neurona excita
dora se despolariza, se libera un transmisor excitador especifico de sus termi
nales axónicas y, mediante su interacción con el receptor en la neurona post
sináptica, el transmisor producir~ una despolari-:z.ac_ión (potencial excitador 
postsináptico) que, si alcanza el umbral de disparo de esa célula, generará 
un potencial propagado. La repolarización de la neurona presináptica, al sus
pender el estímulo, cesará la liberación del transmisor y, puesto que existe 
un mecanismo para la eliminación de éste (degradación enzimática, recaptura 
o difusión), la neurona postsináptica nuevamente se rcpolarizará. En el caso 
de la neurona inhibidora parece ocurrir la misma secuencia qc eventos presi
nápticos: cuando se despolariza libera al t.ransmisor inhibidor, el cual inte
racciona con el receptor específico de la neurona postsináptica. Sin embargo, 
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en contraposición con el transmisor excitador, el transmisor inhibidor hiperpo
larizará a la membrana postsináptica (potencial inhibidór postsináptico), au
mentando por lo tanto el grado de despolarización necesario para alcanzar un 
valor suficiente que genere la producción de un potencial propagado en la 
neurona postsináptica. Cuando la neurona inhibidora presináptica se repolariza, 
cesa la liberación del transmisor inhibidor y la neurona postsinápt.ica retor
nará a su estado. normal de polarización después de la eliminación del trans
misor inhibidor remanente (5). 

Así pues, la diferencia entre comunicación excitadora e inhibidora depen
de de la naturaleza del transmisor y del receptor, así como de la distribución 
1onica y el cambio de permeabilidad que ocurre en la membrana de la célula 
receptora. Para .una combinación dada de transmisor y receptor, es decir, una 
sinapsis determinada, el transmisor originará una excitación cuando los cam
bios iónicos producidos resulten en una disminución del· potencial de membrana 
(despolarización)• y una inhibición ·cuando dichos cambios iónicos resulten 
en un aumento en el potencial ( hiperpolarización). Es evidente que la interac
ción transmisor-receptor constituye el mecanismo desencadenador de los cambios 
en la excitabilidad de la neurona postsináptica. y que tal ·interacción requie-
ra de una afinidad entre el transmisor· y el ·receptor. · 

Tomando en cuenta la existericia· de. los .. dos .tipos de transmisión sinápti
ca, excitadora e inhibidora, es ·posible ·tratar. de· visualizar al menos dos sis
temas de regulación de los circuitos en la comunicación neuronal. Se puede 
postular a una neurona "maestra" o de mando;.· que puede ser de naturaleza 
excitadora (sistemas aceleradores) o inhibidora · (sistemas frenadores) • cuya ac
tividad es hasta cierto punto espontánea;·.·es de.cir, tiene un ritmo endógeno de 
actividad. Las neuronas excitadoras no pue_deri :ser postuladas como controlado
ras o "maestras", a no ser que se, acepte que.•· un·. control se puede ejercer por 
falta de actividad. En cambio, parece. posible_ ·que ciertas neuronas inhibidoras 
"maestras" puedan regular la actividad de los circuitos neuronales, mantenién
dolos constantemente inhibidos en mayor o ·menor grado. 

De acuerdo con esta hipótesis de control por inhibición, la neurona 
"maestra" mantiene constantemente inhibida a las neuronas finales, y éstas dis
paran cuando dicha neurona "maestra" es inhibida por un sistema excitador. 
Es decir, la neurona final es excitada por desinhibición. Por otra parte, la 
inhibición continua ejercida por 1.a neurona "maestra" sobre la neurona efecto
ra puede aumentar cuando un sistema excitador la estimula, lo cual permite 
compensar o equilibrar al circuito inhibidor, creando un balance entre la exci
tación y la inhibición. Sin embargo, el punto central del control en el esquema 
es ·que. en ausencia de actividad de los sistemas inhibidores y excitadores, la 
neurona efectora no dispara, debido a la inhibicióI} tónica que la neurona 
"maestra" ejerce sobre ella (6). 

A partir del descubrimiento, en diferentes sistemas, de la existencia de 
vías y sinapsis inhibidoras (7 ,6,9) se iniciaron una serie de estudios condu
centes a la identificación de las sustancias responsables de dicha inhibición, 
a las que se les pudiera adjudicar todas las características ,de un transmisor. 
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RELACION ENTRE EL FACTOR INHIBIDOR Y EL GABA.-

Desde hace varias décadas se han realizado estudios par.;_ tratar. de. iden
tificar a las entidades químicas involucradas con. los procesos ,:de.: inhibición en 

~:c~~~;;;'r~~~a~~nre\';,,::ei~';,e~o~s~~· :ro~~¡~~a~esultado se -.··.h'."'n ._,_pcro~pues;.~;-~ifer_entes 

mecanfs':no~isit::hi~~d~~e~~p~r~~~~~~ui~~ó,;u;:e~:_~~';~~~~;,;~~].~cJt-tgl1~k~i:~~fÜ~:~j~qJe 
llevaron a la postulació10 del ácido garnma-aminobutí'ric,o'?<GABAH:comó)U:ná(de · -
las sustancias responsables de la comunicación·•-;:ifíhibii'ori~-~en·o;·e1:.•:sistema:'•-'rier-

vioso de los animales. - · · . :·Ji;~i.ff~j~,~;~[~·~1~ ·-J~~~~J*iXf~fÍ~;!@ifJ~~i~'A_/;:? '. 
Por otra parte, esta rev1s1on es · 1mportante:;.en7cuanto->·que; .;como:. se: vera 

más adelante, será necesaria para interpz:-et13.r_-l(Y:~·,discu~ir}:~uchos ;de-~los resul-

tados que se reportan en esta _t~~is~- :;i;:'·~~,-:j:,\jr.t·:-fü·}Íii~~~·:ii!'.:~.': :_·, -< { :; -.· ... -
Inicialmente, se encontró ·que'.'•los~'.extr_a-ctos·'~de•'_cerebro-~y •médula· espinal 

de mamíferos contenían una·.sustancia.·/i:'•'.a>Iá~icüa1-:•-se)denominó· Factor lnhibidor 
(Factor l), que en bajas concentra'ciori'es/'éjercía :•un efecto·. inhibitorio peciférico · 
en crustáceos ( 10). El Factor - 1 'pudo' sE:r?encontradci con la ayuda de una pre
paración sensorial aislada,' el "'terisorreé:eptor_'" abdominal de los· crustáceos, la 
cual había sido recientemente descrH:á-~·· tanto ·anatómica (11) 'como fisiológica-
mente ( 12). · ·-

Se observó que el Factor l ·se encontraba en la médula espinal y en la 
corteza cerebral de los mamíferos, ·pero no se pudo .localizar. en las raíces es
pinales. Se describió que el . Factor l se destruía enzimáticamente por incuba
ción con homogenados de sistema· nervioso central, y que la acción óptima de 
la enzima se encontraba entre pH 7-8. . 

También se estudió el efecto del Factor l sobre otras preparaciones bio
lógicas. Así, se observó que su acc1on sobre _el corazón del acocil era semejan
te al efecto de la estimulación del nervio inhibidor del corazón. El Factor l 
inhibía la activida-d espontánea del intestino del acocil, y bloqueaba ahí la 
acc1on estimulante de la· acetilcolina. Este factor inhibidor también bloqueaba 
la transmisión neuromuscular en la tenaza del acocil. Su acción inhibidora y 
bloqueadora de la acetilcolina también pudo demostrarse utilizando el íleon de 
cobayo y el de conejo como preparaciones de estudio. La acción del Factor l 
pudo disociárse de las acciones del potasio, acetilcolina, colina, sustancia P, 
adrenalina, noradrenalina, serotonina e histamina, las cuales también podrían 
estar presentes en un dializado crudo de cerebro. Por sus características, se 
postuló - que el Factor l podría representar a un transmisor inhibidor en el ce
rebro (10). 

Posteriorm-ente se pudo establecer que bajas concentraciones del Factor l 
podían bloquear .·la' transmisión en el ganglio mesentérico inferior y en el gan
glio es'trellado de gatos y conejos. - Sin embargo no se obtuvo ningún efecto en 
el ganglio ceL·vical. superior, . y la transmisión neuromuscular en gatos tampoco 
resultó afectada. Por. otra parte,'·_ se pudo demostrar que el factor inhibidor se 
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encontró actividad inhibidora en extractos 
ganglios simpáticos o nervio ciático (13). 

de 

La aplicación tópica del Factor l a la médula espinal expuesta de los 
gatos mostró que el reflejo patelar monosináptico podía ser completamente abo
lido en los primeros 5 seg después de la aplicacic?n, mientras que el reflejo 
flexor polisináptico se aun.entaba. Se observó que la inhibición producida so
bre el reflejo monosin<í.ptico podía· bloquearse mediante la adr:"linistración intra
venosa de dosis subconvulsivas de estricnina. Asimismo, se observó que la ad
ministración de Factor 1 en ratones era capaz de protegerlos contra una dosis 
letal de estricnina. En el mismo estudio, también se pudo constatar que el 
Factor l no actuaba cuando se administraba por inyección arterial hacia la 
médula espinal, lo que probablemente indicaba que dicho factor es incapaz de 
penetrar la barrera hemato-encefálica, ya que también se demostró que no era 
destruido en la sangre ( 14). 

Como se mencionó anteriormente, la determinación de Factor 1 de los ex
tractos se hizo mediante el uso del tensorreceptor abdominal de los crustáceos 
(Cambarus virilis, Cambarus clarkii. Astacus fluvialitis, Pacifastacus .:!E.:.), y 
por ello fue necesario definir una unidad para medir las concentraciones re
lativas de la sustancia. Una "concentración bloqueadora mínima" de Factor 1 
se definió como la concentración más baja que bloqueaba la actividad·· de la 
neurona durante 10 seg. Tal solución podía ser claramente diferenciada de una 
que· contuviera sólo 10% menos del factor inhibidor. La "unidad crustáceo" o 
u.e. se definió como la cantidad presente en 1 ml de una solución que contu
viera una concentración bloqueadora mínima ( 15). 

También se observó que el Factor 1 se encontraba presente en el cerebro 
en una forma "oculta" que no es activa para. inhibir las descargas espontá
neas del órgano tensorreceptor del acocil. Sin embargo, podía liberarse en for
ma activa mediante tratamiento de los extractos con calor, con ácidos o bases 
débiles, o en condiciones hipotónicas. Asimismo, se observó que las suspensio
nes cerebrales aumentaban su contenido de Factor 1 con el tiempo. En el mismo 
estudio se determinó que las descargas espontáneas de la neurona tensorrecep
tora podían ser bloqueadas por hidrolizados de caseína purificada, así como 
por indicadores como el azul de bromotimol, el timol y el alcanfor, y también 
por barbitúricos como el pentobarbital, el fenobarbital y el pentotal. Estas 
sustancias no mostraron ser tan activas como las preparaciones de Factor 1 
obtenidas de cerebro. 

La picrotoxina (PTX), en concentraciones bajas, no afectó visiblemente.ª 
la actividad espontánea del tensorreceptor, pero en cambio impidió el efecto 
inhibidor del Factor 1. El metrazol mostró un efecto semejante al de la picro
toxina, pero en concentraciones· mayores. En cambio la ~::;tricnina no mostró 
ningún efecto. La picrotoxina y el metrazol son agentes convulsivos en el aco
cil, mientras que la estricnina no lo es. También el etanol, el éter etílico y 
el salicilato, a concentraciones que no mostraron efectos sobre la actividad es
pontánea, impidieron la actividad del Factor 1 sobre el. tensorreccptor ( 15). 
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Los intentos de ourificación del Fa"ctor- l mostraron que éste era termoes
table, dializable, estdble al tratarnie.nto con ácidos ·y bases, que no se preci
pitaba con acetato de plomo o con ácido perclórico, soluble en agua y en me
tano1. 1nodcradarncntc soluble en etanol. e insoluble en otros solventes orgáni
cos (10,13,ll.). Posteriormente se pudo purificar una. sustancia a partir del ex
tracto de Factor 1 proveniente de cerebro bovino. Los polvos de acetona del 
cerebro se extrajeron con etanol al 70%. El extracto evaporado se precipitó con 
acetona, se lavó con éter de petróleo y se recxtrajo con etanol al. 95%. Aprove
chando que el material activo se retenía en resinas de intercambio iónico fuer
tes, tanto ácidas corno oasicas (Amberlita IR-120, Amberlita IR-410, Dowex-50), 
pero no en resinas de intercambia.dores catiónicos o a.niónicos débiles (Amber
lita lRC-50, Amberlita lll-45), se obtuvo una fracción purificada que cristali
zó pc;>r evap':'~ación de la solución acuosa.. 

Por cristalización fraccionada se obtuvieron tres sustancias cristalinas. 
La fracción que mostró mayor actividad de Factor 1 (2 ug/ml eran suficientes 
para bloquear la actividad espontánea del tensorreceptor) se identificó por 
análisis al infrarrojo, punto de fusión y cromatografía en papel como el ácido 
gamma-aminobutírico (GABA). Se encontró que una muestra .. autéritié:a de GABA 
mostraba el mismo efecto inhibidor que el Factor I sobre •.. la .. preparación del 
tensorreceptor (16,17). · •... ,. 

A''.¡ 

Otra de las fracciones de esta preparacJ.on, ins61.iibi~ . .,,'ri·/e1;:et.:i.nol ·al 95%, 
y que también mostró actividad inhibidora, ·era basüi.nte'')soluble,,en ··agua y no 
se intercambiaba en las resinas• fuertes. La naturaleza·::•0química·c._de. esta frac-
ción no fue determinada.· :·:·:.<J-"> .. ·.•. -_.:,,, .,·,: ~·'(:: .. 

En el mismo estudio se encontró que la 13;..;a.1B:ni~a:.:·c13.::.Afa)·; entre varias 
sustancias probadas, también mostró actividad· de Factor .. 1 ;·,7'aürique con una 
potencia veinte veces menor que· éste. · · '·J-·•··· 

La existencia del. ácido gainma-aminobU.ti:rié:o •·er:; :~1 C:e~~bi:-o. se había des
crito ya previamente ( 18, 1.9 ,20) •. ·y se. había.· .mostrado que. se.·producía a partir 
del glutamato por, acción de una. descarboxilasa (GAD) que·'::utilizaba al fosfa-
to· de piridoxal. como coenzima (21 ;22,23). · _:::;.: 

Al igual que el Factor 1, se demostró que el .GABA .'e"rii>: efectivo para 
prevenir ciertos tipos de convulsiones eri los ratones •. :As_imismo, 1.a inyección de 
GABA; como de Factor 1, en el acocil entero, provocaoari•:_q':1_e::~·e1.· animal cayera 
en una. parálisis fláccida ( 16). · · · 

l;.a actividad de Factor 1 en cerebro bovino· ~e report6. como equivalente 
a 150. ug de GABA por gramo de cerebro. Elliot y Florey ( 15) encontraron al
rededor de 100 u.e. por gramo de hemisferio cerebral. fresco, lo cual corres
pondía a cerca de 200 ug/g. Roberts y cols. encontraron casi 400 ug de GABA 
por gramo de cerebro de ratón adulto (24), y. Tallan y cols. ·reportaron 240 
ug/g de cerebro en el gato (25). Por lo tanto parecía haber suficiente GABA 
en el cerebro como para justificar toda la activ.idad de Factor 1 encontrada. 
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Parecía probable el poscular al GABJI. como un agente relacionado en al
g~nos aspectos de 1.:i. nctividüd ·fisiológica <lcl cerebro v otras estructuras ner
viosas, posiblen1entc corno una sustancia. transmisora dé itnpuls0s inhibidorcs, 
qúc se liberaba de una forr.1a .. oculta" cuando cicetas neuronas inhibidoc.:ts 
disparaban. De forma alterna, se podía visualizar que una conce1nración de la 
sustancia libre. vari.:i.n<lo con las condiciones, se 1nantuviera en. los fluidos ti
sulares y que ejerciera un efecto moderador sobre la accividad neut-onal ( 17). 

Posteriormenl:e se postuló que el Factor parecía ser la sustancia trans-
misora de las fibras ner-viosas reguladoras inhibidoras que suplemencan a las 
neuronas sensoriales del órgano t.cnsorreceptor del acocil. El Factor l, en con
centraciones suficientetncnte bajas, provocó una caída in media ta en la frecuen
cia del impulso (período silente), la cual era seguida ·por un retorno a un va
lor cercano al nivel de frecuencia previo. La eliminación del Factor 1 era se
guido de excitación y, ol:ra vez, regreso de la frecuencia al nivel meclido an
tes de la aplicación de la sustancia. El curso temporal de estos fenómenos 
mostró ser idéntico al de las adaptaciones a los decrementos y aumentos repen
tinos de la tensión aplicada sobre el tensorreceptor (26). 

También se demostró que el GABA afecta al potencial de membrana de las 
neuronas tensorrecepl:oras del acocil en exaccamenl:e la misma forma en que lo 
hacen las terminales activadas de los axones inhibidores que hacen contacto 

· sináptico con estas células nerviosas (27) • 

. La perfusién con GABA .(1 ug/ml) disminuyó y detuvo el latido cardÍ<!-CO 
de Astacus trowbridgii. Pero si en el líquido de perfusión se adicionaba pi
crotoxina ( 1 ug/ml), entonces el GABA, aún a concentraciones de 10 tig/ml, 
perdía su efectividad. La estimulación de la fibra inhibidora del corazón, con 
frecuencias de 35/seg y mayores. causó la detención total del corazón •. Sin. em
bargo, si el corazón se perfundía con picrotoxina ( 1 ug/ml). la escimulación 
de la fibra inhibidora, aún a frecuencias de 100/seg, no fue efectiva. Estos 
resultados indicaron que la fibra inhibidora actuaba liberando un factor inhi
bidor que podía ser bloqueado por la picrotoxina (28). 

Que tal compue'"to inhibidor se estaba realmente liberando fue demostra
do por el siguiente experimento: se colectó el perfusado mientras se estimula
ba a la fibra inhibidora a una frecuencia de 60/seg, en períodos de 10 seg. 
con intervalos de 5 seg, durante 2 min. Luego el perfusado se aplicó al pro
pio corazón, que latía normalr.1ente. El perfusado logró disminuir la frecuencia 
cardíaca en forma considerable. Los per.fusados controles, obcenidos cuando no 
se estimulaba a la fibra, nunca provocaron una disminución en la tasa de la
tido dei corazón. Además, los perfusados inhibidores no generaron su efecto si 
se les añadía picrotoxina ( lug/ml) (28). 

Otros invesl:igadores reporl:aron que en ·1a purificación de exl:ractos cere
brales de conejo y de cerdo, probados sobre los sistemas aductor y abductor 
de la tenaza del acocil Cambarus virilis, aislaron más de una suscancia con
teniendo algunas de las accividades adscritas al Factor l. Las susl:ancias en
contradas con efecto inhibidor sobre dichos sistemas fueron _el GABA, el ácido 
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glutámico (Glu} y el- ácido aspártico (Asp}. Probados sobre el corazón del aco
cil, el Glu presentó un efecto inhibidor, y el Asp un efecto estirnulant:e (29). 

E_n un estudio enfocado a la co:nparación de los efectos del Factor y 
el GABA, -lleva_do- a_. cabo sobre diferent:es preparaciones biológicas, se ohservó 
que las actividades inhibidoras del Factor l y del GABA eran semejantes y e:
quivalcntes en: nl el órgano tensorreceptor c1el acocil; b) la transmisión ncu
romuscular en crustáceos; c} .la resnuesta motora cortica 1 en el gato; y <l} 
protegían de las convulsiones a ratOncs tratados con cstricninn. Sin crahargo .. 
se observaron diferencias en el reflejo monosináptico del gato, en donde el 
Factor 1 inhibió dicho reflejo mientras que el GABA no presentó ningún efecto. 
También se observó diferencia en la respuesta del recto de calamar, en donde 
el Factor 1_ provocó excitación, mientras" que el GABA no mostró efectos .consis
tentes. Estos resultados sugirieron que aunque el GABA formaba parte impor
tante del Factor 1, debería existir algún otro componente activo que sí mime
tizara a Factor 1 en aquellos sistemas en donde el GABA no lo hizo (31,32}. 
También se· describió que el ácido ·0-amino-j->-hidroxibutírico era muy similar 
al GABA en sus acciones (32}. 

En otro experimento, se estimuló eléctricamente al nervio excitador del 
músculo abductor de la tenaza de Orconectes immunis en forma tetánica hasta 
que se desarrollaba la contracción muscular. Luego se estimuló al nervio in-

. hibidor de dicho músculo y se observó que la contracción cesaba. Cuando se 
perfundió al sistema con una solución de picrotoxina, se. observó que la con
trncción no result.aba afectada cuando se estimulaba al nervio inhibidor. Es
tos experimentos confirmaron· que la. picrotoxina. era ca.paz de bloquear la "in
hibición. El grado al cual la inhibición era bloqueada dependía de la. concen
tración de la picrotoxina. A concentraciones de 10·" M, la picrotoxina casi no 
tuvo efecto, mientras que concentraciones mayores disminuyeron, en forma pro
gresiva, el efecto de la estimulación del nervio inhibidor. Se postuló que la 
picrotoxina actuaba bloqueando la combinación del transmisor inhibidor con su 
receptor específico (33). 

También se analizaron los mecanismos de la acción inhibidora del GJ\BA 
sobre la célula tensorreceptora de crustáceos. Se encontró un paralelismo muy 
estrecho entre los efectos del GJ\BA y los de la inhibición neural. Se observó 
que ambos inhiben las descargas aferentes causadas al deformar al tensorre
ceptor cuando se aplica una tensión. Tanto el GASA como el transmisor neural 
aumentan la conductancia de la célula, disminuyendo por tanto la despolariza
ción causada por la tensión. La hiperpolarización causada por ambos agentes 
es semejante. Si se reduce o elimina K + en la solución extracelular la acción 
hiperpolarizante, tanto del GABA como del transmisor neural, se ve incremen
tada. Este efecto paralelo sugirió un mecanismo común. Se sugirió también que 
la acción del GABA no se confinaba a las áreas inhibidoras subsinápticas, si
no que al menos parte de su actividad tenía- lugar en una gran porción de las 
dendritas y en el soma. En este mismo trabajo se reportó también que el ácido 
gamma-guanidinobutírico (GGBA} presentaba características inhibidoras semejan
tes a las del GABA sobre el tensorreceptor de los crustáceos, aunque su poten
cia era 3 a 7 veces menor (34) -
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De acuerdo con este resultado, se demostró también que el GG!3:'\ era un 
agente sináptico capaz de inactivar a las sinapsis dendríticas en la corteza 
cerebral, aunque en forma menos selectiva que el GA!3A, pues inhibía tanto a 
sinapsis despolarizantes como hiperpolarizantcs; mientras que el ácido guani<li
noacético (GAA) inhibía, al igual que GABA, sólo a las sinapsis despolarizan
tes (35). La presencia de GGBA había sido previamente demostrada en tejidos 
de frutas, invertebrados y vertebrados, incluyendo el cerebro de éstos (36). 
Asimismo, se había descrito su sí-ntesis mediante una reacción de transamidina
ción entre el GABA y ün donador de grupos amidino como la arginina, en ma
míferos (37). También se había demostrado previamente que la oxidasa ele L
aminoácidos de numerosos equinodermos, crustáceos y moluscos, meta bol izaba a 
la L-arginina dando lugar a la formación del ácido gamma-guanidinobutírico 
(38). Se postuló que la existencia de un análogo 15-guanidino del GABA, en 
cerebro de vertebrados, y la interconvertibilidad de estos dos ácidos butíricos 
mediante reacciones enzimáticas, sugerían que ambos compucst,.,., podían estar 
cumpliendo alguna función en· algunos procesos nerviosos (36). 

Se describió que en mamíferos el Factor 1 se encontraba en altas concen
traciones sólo en el sistema nervioso central, pero estaba ausente en los ner
vios periféricos, en contraste con lo que sucedía en los crustáceos, en donde 
también se encontraba presente en los nervios periféricos. Estos hechos se in
terpretaron como un índice de conexión funcional entré el ·Factor 1 y las neu
ronas inhibidoras, puesto que en mamíferos se encontraban neuronas inb.ibido
ras en el sistema nervioso central pero no en el sistema nervioso periférico, 
mientras que en los crustác;:eos dichas neuronas existían en ambos sistemas. 
Con la ayuda del tensorreceptor se determinaron las concentraciones de Factor 
l en varias estructuras cerebrales de mamíferos, y ·se encontró que el Factor 1 
se hallaba más concentrado. en la materia gris de los centros extra piramidales, 
así como en el pedúnculo cerebelar superior, el tracto óptico y el crus cerebri. 
La materia blanca mostró muy poco ·contenido de Factor 1 (39). 

El hecho_ de que el GABA parecía no duplicar las ·acciones del Factor 1 
en todas las preparaciones .probadas en mamíferos (31,32), aunque sí lo hacía 
en crustáceos,. aunado al. reporte de que en un extracto de Factor 1 a partir 
de cerebro no se· pudo encontrar ninguna fracción que contuviera GABA, por 
criterios cromatográ.ficos (40) • sugirieron que debería existir más de una sus
tancia responsable de las características del Factor 1. 

Por su parte,. en crustáceos se confirmó que el GABA mimetizaba los efec
tos del transmisor· inhibidor sobre el músculo del .. a_c_ocil, pues este aminoácido 
inhibía. la contracción del músculo abductor: de :la· _tenaza. y actuaba sobre el 
potencial de unión . en la misma forma. que el tra·nsniisor inhibidor, y su ac!=iÓn 
también era bloque"ada por -picrotoxina (41). ·· 

Se compararon los efectos del GABA:·y.·_d.el:;:Factor 1 sobre las contraccio
nes de varias· prepara·ciones de músculo '.-lis·o~_-:;i.nducidas por drogas estimulantes, 
y se observó' que·.ambas. sustancias podían ··-inh'ib_ir .. las contracciones producidas 
por acetilcolina ·y ; por nicotina sobre >el 'ile'on -:· de·_.cobayo, aunque el G,\13A no 
inhibió completame_l'1.te ·la contracción, .como_,; lo hizo· el Factor 1. Las contraccio-
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nes inducidas por serotonina sobre e.1 íieon de cobayo se inhibieron casi tota 1-
mente con concentraciones adecuadas de GASA, pero la altura de la contrae-. 
ción no se vió afectada por el Factor 1. Las contracciones provocadas por la. 
gamma-butirobetaína en el mismo bioensayo se inhibier0 n parcia ln1ente con el 
GASA, pero fueron potenciadas por el Factor l. El esófago del erizo de mar, 
estimulado con· acetilcolina, .fue inhibido por el Factor l pero no se vió afec
tado por. el GASA. Estos resultados apoyaban la sugerencia de que la actividad 
de los extractos de Factor 1, obtenidos' de· cerebro, no podía ser explicada to-
talmente .-por su contenido de GASA (42) .: · · 

Como .se· mencionó anteriormente, una· bu_ciná. parte .del Factor l en el cere
bro se encontraba en una forma unid.a· ... u -~·oc:últ.a"; No. se pudo obtener una 
conclusión definitiva sobre la localización' intracelular· del Factor l "oculto", 
ya que éste se liberaba cuando· el tejido. éc'rebr_a1· .. s·e suspendía en los medios 
que normalmente se usan para la separación de partículas subcelulares. Sin 
embargo, se observó que la proporción de· Factor 'I '."libre". (extraíble con solu
ción salina, sin calor) con respecto· al Factor 'I "oculto" (liberado con calor), 
en los cerebros de ratas normales era bastante constante. Cuando el tejido ce
rebral se suspendía en soluciones de sacarosa libres de sales, la mayoría del 
Factor 1 oculto se liberaba (43). 

Se había descrito que el contenido de ·GASA en el cerebro de ratas dis
minuía después .del tratamiento de los animales con insulina (/,4). De la misma 
manera, se encontró que el contenido total de Factor 1 disminuía notablemente 
con dicho tratamiento (43). Asimismo, la administración de carbazidas a rata.s 
producía un decremento en el contenido de GABA cerebral, determinado química.
mente (45). En· igual forma, se observaron reducciones muy importantes en la 
actividad total de Factor I después de la administración de tiosemicarbazida 
y de semicarbazida (43). Se describió que el contenido de Factor 1 disminuía 
en los cerebros de ratas que sufrían de coma y convulsiones, después del tJ:a
tamiento con insulina, y los de: ratas que presentaban convulsiones inducidas 
por hidrazidas. Estos decrementos se llevaron a cabo principalmente en la 
fracción "oculta" del Factor 1. Por su parte, el contenido total de Factor 1 se 
vió aumentado por hipoxia, por administración de hidroxilarnina y por dosis 
repetidas de iproniazida. Estos aumentos fueron más marcados en la fracción 
"libre" de Factor 1 (43). 

Posteriormente se realizó un estudio de la distribución de GABA endógeno 
entre las diferentes fracciones de centrifugación de homogenados con sacarosa 
de cerebro de· ratón. Se utilizaron suspensiones mitocondriales y microsomales 
en solución salina amortiguada para unir al GASA marcado con l'<c. Se demos
tró. que tanto el fluido en suspensión como la materia particulada de los sis
temas de unión de l'IC-GASA contenían una cantidad mucho mayor de GABA que 
la adicionada de GABA r.adiactivo: La actividad esp'ecífica del GABA unido al 
final del experimento fue considerablemente menor que la de GABA libre en el 
líquido de suspensión, indicando que sólo parte del GABA unido finalmente par
ticipó en el proceso de unión. Por lo tanto se estableció la existencia de dos 
"pozas" de GABA unido en la materia particulad'!- final. El incremento en la 
cantidad total de GABA unido desde el principio hasta el fina.1 del proceso de 
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unión fue menor de lo calculado a p.artir de la act·ivid;i.:!. esoecífica del GABA 
libre y del contenido de ''lc-GABA de las partículas. al "finai del procedimiento. 
Estos resultados sugirieron que existía algún intercambio entre el GABA unido 
y el libre, o bien que cantidades apreciables de GABJ\. endógeno se perdían a 
partir de la materia particulada en el curso del procedimiento (46). 

Utilizando al tensorreceptor de Astacus trowbridgii y al esófago del eri
zo de mar Stron~locentrotus drobachiensis, como sistemas de bioensayo. y la 
cromatografía bi 1mensional en papel, empleando diferentes solventes, se pudo 
separar a un extracto de Factor I. proveniente de cerebro bovino. en dos frac
·ciones claramente diferenciables. las cuales se denominaron fracción A (la de 
menor Rf) y fracción B (la de Rf mayor). La fracción B podía. en virtud de 
sus características cromatográfic-as, compararse con GABA (47). Sin embargo, se 
había probado que .era posible preparar extractos de cerebro que no tuvieran 
evidencia cromatográfica de la presencia en ellos de GABA, y que de todas ma
neras retuvieran su actividad total de Factor 1, medida en el tensorreceptor 
del acocil (40). Se demostró que de tres extractos cerebrales preparados para 
obtener Factor I, dos dieron evidencias croma tográficas de la existencia de 
GABA, aunque en diferentes proporciones; y la tercera no. Sin embargo, las 
tres mostraron idénticas actividades sobre el tensorreceptor del acocil. !\lás 
tarde se observó que después de un largo almacenamiento, en el extracto que 
originalmente carecía de GABA, empezó a aparecer éste. Cuando la solución ma
dre de este extracto se estaba terminando, su actividad sobre el tensorrecep
tor era igual que la de un extracto fresco, y ahora la presencia de GABA era 
muy evidente. De estas observaciones, y del .comportamiento cromatográfico del 
Factor I, se hicieron las siguientes conclusiones tentativas: a) que la ac.tivi
dad total del Factor l no era dependiente de la presencia de GABA en el ex
tracto de cerebro; b) que el GABA podía formarse durante la preparación de 
los extractos a partir de algún precursor; y c) que este precursor most:raba 
actividad de Factor 1 en aquellas preparaciones biológicas en donde el GABA 
era inact:ivo (47). 

Se hizo necesario utilizar alguna preparación con el mismo grado general 
de responsividad que la neurona tensorreceptora al Factor l, pero que no fue
ra afect:ada por el GABA. Tal preparación fue el esófago del erizo de mar esti
mulado por acetilcolina (42). Tanto la fracción A como la fracción B del Factor 
l bloquearon las contracciones inducidas por la acetilcolina, mient:ras que el 
GABA no lo hizo. Por lo tanto debería existir algún otro constituyente en la 
mancha de mayor Rf además del GA.BA. Debe mencionarse que la fracción B. y 
quizá también la fracción A, eran candidatos a estar relacionados con el GABA, 
ya fuera por que lo produjeran por degradación, o porque se asemejaran es
tructuralmente. La actividad de ambas fracciones, sobre los dos bioensayos 
utilizadós, se destruyó t:ot:almente al trat:arlas con ác.ido nitroso, de la misma 
forma que sucedió con la actividad· del GABA sobre el tensorreceptor (47). 

La gamma-aminobutirilcolina (GABCh) parecía ser una posibilidad intere
sante, pues se había descrito su existencia en el cerebro de perro, y mostraba 
algunas propiedades inhibidoras en diferentes sist.emas probados, además de 
que al hidrolizarse, uno de los productos de degradación era el GABA (48). 
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Las . ~imil!tudes biológicas de la GABCh con la f<"acción A. fuet"on mu 
~~~n~~:;u~:l~~~ ~~ªelg:as~f potendclia P.ª<"ª inhibi<" las cont<"acciones. estirnuÍada:;; 

o ago e e<"1zo de mat" y también f e t · · b l tensot"<"ecepto<" La hidt"'l· . l lº ' . u ac iva so t"e e 
GABA . • o is1s a ca ina suave de este compuesto que p<"oduce 

y colina, ~estruyó su potencia en el et"izo de mar, pet"·o' no afectó la del 
~:n~~~~~eptot". ¡1n embargo, la evi~encia cromatosráfica. no_:pe<"mitió iguala<" a 

con n nguna de las frac_c1ones obtenidas a partit" del·. Fact0t" l (47). 

Por otra parte, se encontró que tanto el ácido (3-guanidinop<"opiónico 
(BGPA) cómo el ácido "6-guanidinobutírico (GGBA) comigrában con· la fracción B 
del Factor l ·en los sistemas de solventes utilizados. Se demostró que tanto el 
BGPA. como· el GGBA llenaban adecuadamente los requisitos de la fracción B, 
tanto desde el punto de vista cromatográfico, como por· su actividad sobre los 
dos bioensayos utilizados (47). Se postuló como probable que uno de los cons
tituyentes activos del Factor 1, al extraerse del cerebro, fuera un derivado 
guanidilado. El candidato más apropiado, en función de sus características 
biológicas, cromatográficas y ·de existencia en los extractos era el GGBA (14, 
35,36,37,47,49). 

En la Tabla A .se :·encuentran resumidas algunas propiedades biológ·.cas y 
químicas de las fraccione·s, obtenidas del Factor l y de los compuestos mencio-
nados· arriba. ·:,:•.;.:.''·::: .:.-.• 

Posteriormente, seftt~!~~:~~ó;_::que. la ·fracción A era la forma ionizada de la. 
fracción B (50). Tamhiéniise;1:aisló, de extractos de tejido nervioso central y 
periférico de crustáceos·:':ifl:fna··:·. sustan.cia inhib~ clora, mediante métodos croma to
gráficos, a la cual se.:«'de.riominó .Sustancia 1 (2). La Sust:ancia 1 parecía ser 
idéntica a. la fracción _:A del Factor 1 (51). 

Otra serie de· estudios se enfocó a la elucidación de las caracte<"Ísticas 
estructurales que parecían ser necesarias para generar .una respuesta inhibito
ria en algunos de. los diferentes sistemas biológicos que se habían ut:ilizado 
para describir las .características funcionales del Factor 1. Por lo tanto se 
probaron decenas de compuestos, muchos de los cuales presentaban semejanzas 
estructurales con el GABA. En estos estudios se encontraron compuestos que 
excitaban y t:ambién que inhibían a las diferentes preparaciones, sin embargo, 
para los fines de esta recopilación únicamente se coment.a rán los hallazgos re
lativos a las sustancias inhibidoras. 

Así, sobre segment:os aislados de la médula espinal de Bufo rnarinus se 
encontraron los siguientes resultados, en donde las potencic.s d.o los diferentes 
compuest:os se expresaron comparativamente en relación a la pot:encia de GABA. 
Las sustancias probadas se· dividieron en tres categorías principales: ácidos 
aminocarboxílicos, ácidos aminosulfónicos y ácidos guanidinocarboxílicos, ya 
que el resto de los otros compuestos probados fuet"on solamente det"ivatlos <.le los 
miembros de estos grupos. Entre los ácidos w-aminoalcanocarboxílicos se asoció 
un pico de actividad depresora con una longitud de cadena de dos átomos de 
carbono entre el grupo amino y el grupo carboxilo ((3-alani.na), mientras que 
en la serie de ácidos w -aminoalcanosulfónicos la sustancia más activa (ácido 



Tabla A.- Resumen de las propiedades biológicas y químicas 
de las fracciones del Factor l y de algunos compuestos. 

Valores de Rf aprox. en sol
ventes ero butanol-ácido 

Valores de Rf aprox. en sol
ventes con butanol-agua 

Valores de Rf aprox. en· fe
nal acuoso 

Concentración/ml de solución 
aplicada para bloquear la 
descarga <lel tensorreceptor 

Concentración/ml en el bafio 
requerida para inhibir al 
50~~ la contracción por · 
ACh del esófago de erizo 

Reacción con ninhidrina 

Reacción de Dragendorff 

Reacción ele Sakaguchi 

Factor 
fracción 

0.2 

0.2 

0.3 

l 
A 

0.1 ml* 

0.005ml* 

+ 

+ 

Factor l 
fracción B 
0.4-0.5 

0.2 

0.85 

0.025 ml* 

0.1 ml* 

+ 

+ 

GABA 
0.4-0.5 

o.os 

0.75 

3 ug 

NA 

+ 

GAI3Ch 
0.1-0.2 

o.os 

0.9 

10 ug 

1 ug 

+ 

+ 

Arg 
0.15 

o.os 

0.85 

NA 

NA 

+ 

+ 

GAA 
0.25 

o.os 

0.7 

2 ug 

+ 

I3Gt> A GGI3A 
O.L. 0.45-0.55 

O. lS 0.2S 

O.SS 0.9 

10 ug 10 ug 

50 ug 50 ug 

+ + 

.*Las concentraciones de Factor l están expresadas como mililit:ros del extracto acuoso final que 
se aplicó a los cromatogramas. 1t-- = reacción positiva; - = reacción· negativa: NA = no presentó 
actividad. Tomado de la Ref. (47). 

..... ..,.. 
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3-aminopropanosulfónico) se mostró que los" grupos funcionales estaban separa
.dos por una cadena de tres átomos de carbono. Este compuesto fue el mayor 
depresor probado. En la serie de ácidos v..>-guanidinoalcanocarboxí1icos la ma
yor actividad se observó cuando solo un átomo de carbono separaba al grupo 
guanidino del grupo carboxilo (glucociamina), pero probablemente e,; signifi
cativo que otra vez tres átomos (en este caso -C-N-C-) separaran al grupo á
cídico del grupo amino terminal. Otra de las observaciones interesantes en es
te trabajo fue que cuando se· pudieron probar los isómeros, siempre fue . más 
activo el isómero D que el L. Los compuestos que presentaron mayor actividad 
depresora e·n este bioensayo f•ltron: glicina (Gly), (3-Ala, GASA, ácido fi-:amino
v~lérico, N-m:t~l-~-Ala_ •.· .N, N-dimetil-f.>;-A_la, ácido 'l)-a1:iino-N-metilbutírico, .Tau
rina (Tau), ac1do 3-am1nopropanosulfon1co, glucoc1am1n.a, BGPA, D-ce-Ala·,. L-Ala 
(52). .. . .!: . .. . ·' •... 

, ~ I' 

Cuando .• los .. experimentós ·;se . llevaron a cabo . sobre motoneuronas ;· células 
de Renshaw .. o .inter.neuro:nas.·del cuerno_ dorsal, dentro de la región .. lumbar de 
l.a médula espin'a1.:·del:(gato;.' se: observó que algunos compuestos provocaban de
presión de la•• activida_d" neuronal·,: entre ellos los siguientes: ~-Ala, GABA y 
Tau, que fueron los más ·potentes; seguidos por un grupo que consistía de N
metil-f!i-Ala, ácido ¡¡-amino-¡3-hidroxibutírico, Gly, ,,,,_Ala, ácido 8-aminovaléri
co y ácido. f->-aminoisobutírié:o. Se establecieron algunas relaciones de estructu
ra-activi-dad con respecto a estas sustancias. La actividad depresora e~tuvo 
asociada con un grupo ácido y un. grupo básico. La separación Sptima de los 
grupos ácido y básico para la acción depresora fue de dos a tres átomos de 
carbono. La función acídica podía ser sulfónica o carboxílica. La actividad 
se perdía si los grupos ácidos o básicos no se encontraban libres, y se redu
cía o desaparecía por sustitución en algún carbono intermedio de la cadena, 
o en el grupo amino, dependiendo del tamaño, número y posición de los susti
tuyentes (53). 

Sobre el músculo abductor,. de la tenaza del acocil Cambarus clarkii se 
observó que provocaban inhibicióri de la contracción los siguientes: GAi3A, áci
do o-aminovalérico, P.,-Ala,"· Tau, y GAA. Todos estos compuestos fueron bloquea
dos en su acción por la picrotoxina, lo que sugirió que éstos mimetizaban al 
transmisor inhibidor neural. También quedó claro que tales sustancias proba
blemente actuaban en un sitio específico del sistema neuromuscular, pues otros 
35 compuestos probados no mostraron ningún efecto (54,55). 

Sobre el órgano tensorreceptor abdominal de los crustáceos Orconectes vi
rilis, Procambarus alleni y Homarus americanus, se observaron depresiones de 
Ta'"""'Cfescarga espontilnea provocactas por los siguientes aminoácidos: GABA, f.>-Ala, 
ácido 8-aminovalérico, GAA, BG?A, ácido r-guanidinobutírico, GGBA, ácido 
¡¡-amino-f'-hidroxibutírico y Tau. Se observó que estos aminoácidos repolariza
ban a la cél•lla despolarizada hacia su potencial de reposo. Se concluyó que 
el mecanismo común consistía en incrementar el flujo de iones específicos a 
través de la membrana de dendritas y del soma. Esta acc1on fue scn:ejante al 
mecanismo por el cual actuaba el transmisor inhibidor neural sobre la célula 
sensorial ( 56) • 
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. En otro estudio también sobre el tensorreceptor de Pacifastacus leniuscu-
1'-':s• se .encontró que la sustancia inhibidora más potente fue la 3-hidroxitira
mina, alrededor de cien veces más activa que el GABA. Otros compuestos con 
actividad depresora fueron el clorhidrato de DL-noradrenalina, el ácido imida
zolacético y el BGPA, con actividades semejantes a la del GABA. Se probaron 
los efectos de la. picrotoxina, el dibencileno y la clorpromazina para ver su 
capacidad bloqueadora contra estos compuestos y contra una preparación cruda 
de Factor 1. La mayo-.;. parte de la actividad del Factor l, el ácido imidazol
acético y el BGPA fue bloqueada por las ~tres drogas; la picrotoxina fue débil
mente efectiva contra la 3-hidroxitiramina pero bloqueó casi totalmente al GABA; 
y la clorpromazina y el dibencileno no fueron efectivos contra el GABA pero 
bloquearon casi completamente a la 3-hidroxitiramina. Estos resultados apoya
ron la sugerencia de que otras sustancias, además del· GABA, estaban contribu
yendo a la actividad inhibidora del Factor l {57). Más tarde se añadió a. esta 
serie de compuestos la homotaurina, reportándose que presentaba 1.3 veces la 
potencia del GADA. También se mencionó que había una especificidad de espe
cie con respecto a la 3-hidroxitiramina, pues ésta era activa sobre tensorre
ceptores de Pacifastacus leniusculus y de Procambarus cla.rkii., pero no tenía 
efecto sobre Orconectes propinquus ni Procambarus blandingi {58). 

También se mostró que sobre potenciales evocados directamente en la cor
teza de gato y en sinapsis aferentes del nucleus gracilis, tenían un efecto in:
hibidor. el. Factor 1, el GABA, el BCPA y el GGBA. Sin embargo los reflejos mo
nosinápticos. al estiramiento y la transmisión en el ganglio mesentérico inferior 
sólo fueron inhibidos por el Factor l, pero no por los otros compuestos {59). 

Sobre un ·bioensayo muy sensible como lo era el intestino de ·acocil, se 
encontró que las contracciones inducidas por acetilcolina se podían inhibir con 
GABA, GAA, ácido .. (S·:c:ami.no-1?-hidroxibutírico,_ Asp, Glu, glutamato monosódico, 
GABCh, (!>-Ala y Tau_. La acción inhibidora de estos compuestos se bloqueaba 
por la picrotoxina. {60). . 

En un extracto_ .. de nervios enteros de los quelípedos de Cancer magíster 
se observó que· és1;e.,,ca_usaba inhibición del impulso en el tensorreceptor. Este 
resultado no. pudo .·obtenerse con extractos que contenían solamente fibras sen
soriales o fibras·,-motorá.s. En cambio los extractos provenientes de fibras inhi
bi.doras sí podían:·· deprimir la descarga del tensorreceptor. Se pensó que el 
Factor l de los ·crustáceos era una característica exclusiva. de las fibras inhi
bidoras, y <:i,ue_, :éie•:chccho·:·constituía. ·a1 transmisor de las neuronas inhibidoras 
en los crustaceos~(611. 

Como ya s~·.é·rt'.;·~.f1C:ionó antes, se había observado que tanto el GABA como 
algunos de sus .análogos' imitaban las acciones del transmisor inhibidor en di
ferentes sitemas, y:.varios _estudios ya se habían realizado a este respecto so
bre la unión neurom~scular de los crustáceos {62,63,64,65), en las sinapsis 
del tensorreceptor::·y. en :.el. sistema nervioso central {34,66,67). Estos datos su
girieron. que el. GABA o •algún compuesto relacionado estuvieran involucrados en 
la inhibición neural. · 
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Se hizo un ·extracto de la cadena ganglionar abdominal, incluyendo al 
ganglio supraesofágico, de Homarus americanus, y el dializado se soraetió a 
diversos pasos de purificacion, incluyendo la cromatografía en papel y la elec
troforesis a diferentes plls. Se identificaron a las siguientes sustancias: GABA, 
Tau, betaína, Ala y (?-Ala, las cuales además presentaron actividad inhibido
ra sobre el músculo abductor del .acocil (68). Esta era la primera_ ocasión en 
que se describía la existencia· de est:os compuestos en el ·sistema nervioso cen
tral de los crustáceos. 

Luego se amplió este ·estudio buscando en el sistema nervioso periférico 
de los crustáceos, para .ver.e-si- existían compuestos que.pudieran inhibir la 
unión neuromuscular del: .... :·acocil~ y el resultado. fue. :que· -s,;,-::.encontraron diez 
sustancias con tales: características·- Además· de- las-: cinco· mencionadas en el 
párrafo anterior; :támbié'l-1",::'s_e ... -identificaron homarina,. _Gln .,y::,Asp.· y dos sustan
cias no ident:ificadás.)•:De,:tod.as ellas el GABA mostró la. potencia más alta. Se 
determinó que el contenido :'de GABA ·en los tejidos nerviosos -periféricos se in
crementaba junto_0:con,;i-1a:::;p~oporción de axones ·inhib.idores-.conocidos (69). 

Se aislaron -J~-~-::::~)C~nÉ!o·~-: 'eferentes de la tenaza deXHomarus americanus, 
uno excitador y uno.'inhibidor y se analizaron pará::t:ratar .de cuantificar su 
contenido de GABA y de los otros nueve compuestos inhibidores de la sin3.psis, 
que se describieron arriba. El contenido de ·.GABA en. el axón inhibidor fue de 
aproxim-:-.damente el 0.5% de su peso húmedo, mientras que no fue posible de
tectar GABA en el axón excitador. Por lo tanto el GABA debía estar confinado 
en los nervios inhibidores. Los otros compuestos, con-:-la posible excepción de 
la {'>-Ala, se encontraron en ambos tipos de. neuronas .·(70) _ 

De la misma forma se analizaron tres tipos de ·axones inhibidores y sie-
te tipos de axones excitadores para conocer su contenido de GABA, mediante un 
método enzimático muy específico (119-122)- Se encontró que los axones inhibi
dores contenían una concentración muy alta de GABA, de aproximadamente 0.1 U, 
mientras que los axones excitadores contenían menos del 1% de esa cantidad. 
También se analizaron algunos axones sensoriales y fibras "gigantes" del sis
tema nervioso central, y se observó que sus niveles de GABA eran comparables 
a los de las fibras excitadoras (71, 72) -

Posteriormente se demostró que existía liberación de GABA en respuesta a 
la estimulación del nervio inhibidor en tres uniones neuromusculares d iferentcs 
de Homarus americanus. Las cantidades liberadas de GABA fueron dependientes 
de la frecuencia de estimulación y de la duración del período de estímulo. La 
cantidad promedio de GABA recuperado por estímulo estuvo en el orden de 1 x 
10- 1" moles. El GABA no se liberó por estimulación de los nervios excitadores 
o en respuesta a la estimulación ~el nervio inhibid9r, cuando la t:ransmisión 
neuromuscular estaba bloqueada al exponer al tejido a un medio bajo en cal
cio (73l-
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HORMONA NEURODEPRESORA.-

La acción __ · de las::hormonas como moduladores. de: patrones conductuales se 
halla bien do_cumentá.da··~n muchos animales, pero:.en' .. realidad··poco se conoce 
sobre los mecanismos_·,por_ los .. cuales __ estas ,:acciones-:moduladoras .funcionan. Al
gunos de los. patro'nes -de conducta más ··cons-pfé.Cíos-'.;son':los''ritmos - circ_adianos 
de actividad_ locomotora, que persisten ·aúri.-: e'ri_'aUsencia'-f;:de' ~-información senso-
rial sobre, los·;;:~~~,~n~os ambientales externo!?;.·_· .. ~::, ' ·,_:.~? .,.SgJ ,;~\--

En l;;s :c~\i;táceos, el papel de faci.-',res' et'ld6~;,.ií=.6s}s~bre la ritmicidad lo
comotora--:fue:'..propuesto inicialmente por ·1a:· .. observa_ción de:. que la extirpación de 
los tallos'.·i'oé:u1·ares resultaba en la abolici.ón:·del ritmo· circadiano de actividad 
en el. acé:icn·-·potamobius astacus {74). en donde : se· inducía un estado de hipo
actividad-. continua por este metodo, y la inyección de un extracto de tallos o
culares provocaba un aumento en la actividad. 

Posteriormente, se reportó que en Procambarus clarkii y Camba rus dioge
nes (75), y en Orconectes virilis {76), la extirpacion de los tallos oculares 
i"iilñbién inducía un cambio en el nivel de actividad motora de estos animales, 
pero en este caso se obtenía un estado continuo de hiperactividad, mientras 
que la inyección de extractos frescos de tallos oculares provocaban una dismi
nución en dicha actividad motora. 

Más tarde, estas últimas observaciones se han descrito también en varias 
especies de crustáceos, como son Uca { 77), Trichodactylus { 78) y Carcinus mae
nas (79). En todos estos, como en--c'.irconectes y Cambarus, se ha propuesto que 
una hormona inhibidora de la actividad locomotora es producida por el tejido 
neurosecretor del tallo ocular. Se sabe que el tallo ocular contiene a un órga
no neurohémico, originalmente descrito por Hanstrom como una glándula {80), 
que se denomina glándula sinusal y que ahora se sabe que está constituida 
por un conglomerado de terminaciones neurosecretoras, las cuales se encuentran 
en estrecho contacto con un seno sanguíneo. Este órgano· se ha estudiado en un 
gran número de especies de crustáceos, su estructura básica parece ser común 
en todos los decápodos, y se sabe que contiene varios neuropéptidos {81). 

Desde el punto de vista electrofisiológico, se han descrito fluctuaciones 
circadianas en la respuesta de elementos sensoriales en fase con el ritmo cir
cadiano de la actividad motora {82), y se ha visto que los extractos crudos de 
tallos oculares deprimen la actividad. eléctrica espontánea en varios elementos 
sensoriales y motores en el sistema nervioso del acocil Procambarus bouvieri 
{83), tanto en animales intactos, como en ganglios aislados y en células ner
viosas aisladas. 

En Carcinus maenas, la supres1on parcia 1 inducida por extractos de teji
do nervioso sobre la actividad de neuronas a varios niveles de integración, es 
similar a la actividad disminuida que se observa durante la fase diurna del 
ciclo circadiano espontáneo. En este mismo organismo, la depresión diurna de 
la actividad neuronal es inducida por la liberación de un agente hormonal, el 
cual es una molécula pequeña, termoestable y de naturaleza peptídica (84) .De
bido al efecto que presenta este agente sobre la actividad neuronal, se le ha 
designado con el nombre de Hormona Neurodepresora {HND). 
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Se ha reportado que el sistema nervioso de· los crustáceos es capaz de 
proporcionar cantidades mensurables· de HND, específicamente el que forma par
te del tallo ocular, y el del ganglio supraesofágico. La cantidad de actividad. 
de HND en ambos órganos es diferente, conteniendo el tallo ocular de 3 a 5 ve
ces más la cantidad .de HND que se puede obtener del ganglio supraesofágico. 
Dentro del tallo ·ocular',- se reportó que la mayor parte de la actividad• neuro
depresora se encontraba confinada en el sistema médula interna.:..glándula-:•sinu
sal. Cuando se disecó selectivamente a la glándula sinusal. se observó""que más 
del 90% de la actividad de la fracción médula interna-glándula _.s.iri.usa·1_-.se •.lo
calizaba en dicho órgano. De hecho, _se encontró que la glándula:·- sinusal :con
tenía alrededor del 65% de toda la actividad de HND existen-te en ··el sistema 
nervioso del acocil (85). · 

. Se ha descrito que la mayor. ·cantidad de HND se encuéntra en· el tallo 
ocular. También se halla en el ganglio supraesofágico pero en una concentra
ción mucho menor. Asimismo, también se ha· observado un poco de actividad en 
los ganglios torácicos y en cantidades muchísimo más pequeñas en la cadena 
abdominal. Igualmente, se ha identificado -su presencia en la hemolinfa del 
acocil ( 86) • 

Cuando se separan los tallos oculares del resto del animal, se ha obser
vado que la concentración de HND en las diferentes estructuras (ganglio supra
esofágico, gangUos torácicos, ganglios abdominales y hemolinfa) disminuye 
constant,;:mente hasta desaparecer al cabo de cuatro días. Sin embargo, a par
tir del quinto día se empieza a observar una. recuperación que rápidamente al
canza los niveles basales (86), siendo el efecto mucho más predominante en el 
ganglio supraesofágico y en los ganglios torácicos, que en la cadena abdomi-
nal. · 

En algunos experimentos diseñados para localizar el sitio de síntesis de 
HND, se separaron varios segmen-tos del sistema nervioso central del acocil, y 
se depletaron de su contenido de HND, por lavado exhaustivo con solución sa
lina o por agitación durante 30 min, o en el caso del tallo ocular, por sepa
ración de la glándula sinusal. Después los fragmentos se incubaron en un me
dio con aminoácidos y se tomaron muestras a diferentes tiempos. Después de 
cinco horas de incubación la actividad de HND en el tallo ocular retornó al 
nivel ·que se había determinado antes de la escisión de la glándula sinusal·. 
Se encontró mucho menor actividad sintética en el ganglio supraesofágico y en 
los ganglios torácicos, y no se p:..ido observar ninguna en los ganglios abdomi
nales. De hecho se observó que la glándula sinusal misma no fue capaz de 
sintetizar HND (86,87). 

Se ha sugerido que el lugar primordial de síntesis de la HND es el órga
no X, localizado en la médula terminal del tallo ocular. Los axones provenien
tes del órgano X corren distalmente para terminar en la glándula sinusal (88). 
Las neurosecreciones son transportadas a lo largo de estos axones en forrna de 
gránulos cuyos tamaños varían entre 300 - 1200 JI... Su liberación probablemen
te involucra un proceso de exocitosis, estimulado por una despolarización de 
las terminales. 
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Se sábe que las terminales neurosecretoras en la glándula sinusal son 
excitables. La liberación de HND parece ser estimulada por la excitación de los 
axones neurosecretores, y se encontró que la aplicación de pulsos eléctricos de 
1 mseg· de duración, en un rango de voltaje de 0.1 a 10 volts provocaban la 
liberación de HND de la glándula sinusal, obteniéndose la saturación con l V. 
También se estudiaron los efectos de la frecuencia de estimulación y se obtuvo 
un valor óptimo entre 1 y 10 pulsos por seg (85). 

De la misma- manera, se ha estudiado el efecto del potasio sobre "·la . in
ducción de la liberación de HND en la glándula sinusal, y se ha· observádo 
que las soluciones ,con·:L+O>mM de K+ estimulan la liberación máxima de HND, _en 
presencia de calciÓ•--s,Una.,,característica común a la. liberación de· los transmiso
res sinápticos. o .:de '·:los\"prC>düctos de neurosecreción es ~su :.dependencia· de la 
penetración de 'calcio·:··durante el período de activación.<·En··el caso de la libe
ración de HND .de la_::.·glándula sinusal, también se ha· observ.ado que el calcio 
desempefia un papel::."r.,levante en dicha liberación, ya que ésta es inhibida 
con soluciones· carent.es::··.de ca++, aún en presencia. de K + 40 m.M (85). 

Desde el punto de· vista morfológico, se ha··o-b'liervado por microscopía e
lectrónica que la liberación de HND de las terminales neurosecretoras de la 
glándula sinusal ocurre por exocitosis de gránulos •. Cuando se midió la canti
dad de HND-liberada en función de la "concentra'ción de K+, se observó que 
era aproximadamente paralela a la depleción de gránulos en las terminales 
neurosecretoras (85). Se cree que la dependencia ·de la liberación de HND con 
respecto al calcio pueda estar relacionada con· la exocitosis, ya que este ión 
no está involucrado en la generación de potencfales de acción en los axones 
ne u rosee retores. 

Puesto que el grupo de neuronas en las que se ha estudiado mejor el 
efecto de HND son las motoneuronas de los flexores abdominales superficiales, 
se intentó estudiar el mecanismo de acción de HND en ellas. En estas neuronas 
se ha postulado la presencia de una bomba electrogénica de sodio como la res
ponsa ble del control del potencial de membrana (89), y por lo tanto se inves
tigó si tal mecanismo se veía afectado por la HND. Se observó que la ouabaína, 
un inhibidor del transporte de la ATPasa de Na+-K+, era capaz de bloquear el 
efecto depresor de HND sobre la actividad espontánea de una motoneurona (f-5) 
en el tercer ganglio abdominal. El efecto de HND también se bloqueó en solucio
nes libres de K+, en las que la ATPasa dependiente de Na+ y de K + es inac
tiva (90). Se postuló la hipótesis de que la HND producía un efecto hiperpola
rizante a través de la estimulación de una bomba electrogénica de sodio (87, 
91 ). 

Puesto que las motoneuronas flexoras abdominales son muy pequeñas pa
ra obtener penetraciones confiables, prolongadas, se utilizó el axón medial gi
gante. Esta es una interneurona de comando que se sabe que participa en la 
generación del movimiento de la cola durante el reflejo de escape. Se ha des
crito una bomba electrogénica de sodio en esta célula, y se vió que la apli
cac1on tópica de diferentes concentraciones de HND produjeron hiperpolarizacio
nes relacionadas con la dosis, las cuales podían ser bloqueadas con la ouaba
ína, la cual a su vez era capaz de despolarizar a la membrana. Estos resul
tados se ·int.,rpretaron como que la HND aumentaba el umbral de disparo y por 
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lo tanto hacía, que el axón se volviera menos excitable. No se detectaron cam
bios en la velocidad de conducción ni en la conductancia de la membrana ba
jo la acción. de la HND (87). 

Con 'el· fin. de ·explorar la posibilidad de una med-iación de .los nucleótidos 
cíclfcos eri ef-- eTecto ':de .. la - HND, se estudiaron las -consecuencias -- de ,.las modifi
caciones _en- los niveles intracelulares de AJ\IPc y _GMPc.· .La .aplicación, de dibu
tiril-AMPc, el ·cual ·es capaz de p_enetrar la membrana celular, ·mostró_ un efec
to bloqueador sobre la- actividad de la hormona. Se obtuvieron .los-:;'mismos re
sultados con la - aplicación de teofilina y cafeína,- las cuales ·son drogas que se 
sabe aumentan la concentración intracelular de AMPc aL.inhibir la actividad de 
la fosfodiesterasa. Opuestamente, la aplicación de: dibutiril-GMPc pareció mi
metizar los efectos de _ HND. Aún más, cuando ·se ·combinaron concentraciones ba
jas de HND y GMPc, se hizo aparente un efecto- siriergético. De estos resultados 
se propuso que el aumento en los niveles intracelulares de GMPc, y/o la dis
minución de los de AMPc participaban en lá respuesta fisiológica inducida por 
la HND (87). 

Se ha reportado que la secreción de la HND _en Procambarus bouvieri po
see un ritmo circadiano, por medio _de la _medición de su concentracion en el 
sistema nervioso a dife-rentes horas del ciclo nictameral. Los resultados indican 
que: a) -en animales colocados en' ciclos normales de iluminación o en obscuri
dad constante - durante más de 24 horas, la curva de concentración-respu~sta 
para HND·: muestra títulos entre 100 y 200% más altos para esta hormona duran
te la fase diurna que en la fase nocturna; b) en animales colocados en obscu
ridad continua, después de· haber estado sometidos durante una semana a ciclos 
naturales de luz y obscuridad, la actividad de HND, determinada en inteorva
los de 3 - hrs, alcanza títulos más altos en las muestras tomadas en la fase 
diurna, coincidiendo las tra:n-siciones entre ambas fases con las del ciclo nic
tameral; c) la sensibilidad de la neurona f-5 a una concentración dada de HND 
también fluctúa a lo largo del nictámero, siendo mayor cuando la neurona se 
encuentra en la fase nocturna del ciclo (92). 

Estos resultados sugirieron que la producción de HND 
participaba en la ·modulación de la excitabilidad neuronal, 
relación al ciclo de 24 hrs. 

en los crustáceos 
particularmente en 

Cuando se investigaron los efectos de la inyección de extractos de tallos 
oculares sobre la conducta locomotora, de Carcinus maenas, se observó que si 
dichos extractos se ·aplicaba_n justo antes de la aparicion del pico nocturno de 
actividad locomotora, su contenido era capaz de abolir tal actividad (87). Es
tos resultados se confirmaron también en Nephrops norvegicus (93). Este tipo 
de observaciones indicaron 1,1n efecto prolongado de la sustancia, compatible 
con una función hormonal. 

En experimentos ~ ~ se describió que el efecto depresor podía ser 
mantenido por largos periodos de tiempo, de hecho, tan largos como la HND se 
encontrara presente en el baño. Aún después de horas de exposición continua 
a la hormona, es posible observar una completa reversi_bilidad del efecto des
pués de remover la sustancia. El tiempo necesario para la recuperación total 
fue dependiente de la concentración y del tiempo de exposición a la HND. Es-
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tos datos revelaron que la HND no produce· una 
(87) -

desensibilización apreciable 

Pue·sto.'°'que ·1a HND se ha encontrado en la hemolinfa, y dado el efecto 
prolongado:; .. que: induce, se. ha propuesto que su papel fisiológico es el de una 
sustancia_'~:·moduladora que. controla el nivel de excitabilidad en el sistema ner
vioso :_de':•·los :•crustáceos; y es muy probable que se encuentre involucradá en la 
exprCsióni;ide·,· 1a · ritmicidad circadiana. Se ha postulado que para los crustá
ceos :.con/,actividad nocturna, la iluminación fuerte y prolongada ejerce una i_n
fluencia:· .. inhibidora sobre la locomoción (94). Es posible, por lo tanto, que du
rante:,la:-•·transición de la noche al día, se libere HND a la circulación y parti
cipe en la inducción de la quiescencia característica de la fase diurna del ci
clo circadiano. 

Por otra parte, también se han realizado estudios para conocer la dis
tribución de la HND en los invertebrados, a lo largo de la escala filogenética. 
Así se ha identificado que existe un cruzamiento fisiológico" y el mismo compor
tamiento bioquímico entre la HND del acocil Procambarus bouvieri y la HND del 
camarón Penaeus vannamei (95,96). De igual forma, se han encontrado los mis
mos resultados co.-. toda una· serie de especies de crustáceos decápodos, tanto 
marinos como fluviales, lo que hizo que se postulara que la presencia de esta 
hormona era una característica común a todos los crustáceos decápodos (97). 
"Dicha proposición fue confirmada también en Nephroos norvegicus y Carcinus 
rnaenas (98). 

Otros crustáceos ta:mbién''·m:o·straron la misma actividad, como el estomató
podo Squilla mant:is (99).::_y~_.;un'1'-i~_ópodo terrestre Oniscus asellus; además se en
centro actividad neurod~preso_ra.'..'iien;.un molusco (Nerita scabricosta), un anéli-

~~rL!·:e~~~ic:sdN'e~re~tt:;s~:;t~t~'~Jhtttéé:to (Periplaneta americana) (100,101), que 

Todos estos datos ~p'Jii'i'~'~'jf~::, la.- posibilidad de poder sugerir que la HND 
es común a una grari variédad'•.é:ie«· grupos de invertebrados. Dicha situación es 
acorde con las caracterí1úica:s•·'.biológicas de la hormona, es decir una molécu
la encargada. de modular .1a·.excitabilidad neuronal, que presenta una gran es
tabilidad evolutiva. 

Desde el punto de vista bioquímico, se describió la purificación y carac
terización parcial de las hormonas neurodepresoras de Procambarus bouvieri y 
Penaeus vannamei. Inicialmente se alcanzó un grado razonable de pureza con 
la HND del acocil por métodos electroforéticos únicamente (102, 103), pero la ma
yor desventaja de este método era que no se podían trabajar grandes cantida
des de material. Posteriormente, se diseñó un método que involucraba pasos de 
purificación por cromatografía de exclusión molecular (Sephadcx G-25 y Sepha
dex G-15), junto con pasos electroforéticos en ·papel (pH 1..8, 3.5, 6.0 y 10.0); 
que fueron aplicados tanto para la purificación de HND de P.bouvieri (104), 
como para la de P .vannamei (95,96), y en ambos se alcanzó un nivel razona
ble de pureza (alrededor de 4 x 104 sobre el nivel del extracto crudo). 
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Los trabajos de caracterización realizados llevaron a postular que la HND 
era un péptido pequeño, susceptible a la acción de enzimas proteolíticas, tcr
moestable; dializable; compuesto:únicamente por aminoácidos que le confieren 
características de neutralidad ante -.un campo eléctrico, a todos los pHs proba
dos, -como sori: Asn; 'Ala,;:y_al:;<Ser; Gln, Gly, Thr, Leu/lle, y Pro; que tiene 
un peso molecular aprc»dmad_o\:,d_e·:·-1200.-y que se encuentra bloqueado en ambos 
extremos, con· la .posibilidadj~'{j.e\'.que 'se_ trate de un péptido cíclico (87 ,95,96, 

103. 104 .105) ~ .. _ ·:· :~}-;!~-}~1h;f'~:;u~:;'., .. ,,. .._.- _ . 
Posteriormente·-.•se·•,_describio:•.que'•.estos resultados se habían obtenido con 

preparaciones que ·aun···:presé-nt.ab'ari";'coritaminantes, 'pues al utilizar métodos de 
análisis más poten tés ·ciu.e>'l()s•ófanfe'ri'Ormente . usados, éstos salieron a relucir. 

Por. lo tanto se dedicaron;i,;cs'fuerzos·;:'t>.ara éonseguir la purificación de la hor
mona por métodos de mayar·'iresolU:éión,• como lo fue la cromatografía líquida de 
alta presión (CLAP). Con:•:ella.:;sei(establecieron las pautas para conseguir la 
purificación definitiva de.'.-la,/H;iDC-I.(106). · 

~-:;.~_-, ;~-;;:'· ~-'K··'-~ 
.';;': 

En el presente trabajo·~·s·¡;;:-:·<ian a conocer los resultados de los esfuerzos 
conducentes a la. purificación· de' la· HND por CLAP, así como algunas de sus 
características bioquímicas ''·y· fisicoquímicas. También se presen!-an datos sobre 
la posible identidad de 1a.· :actividad neurodepresora del camarón Penaeus va
nnamei ( Boone), y se discute su probable relación con el llamado Factor ¡::--



MATERIAL y M E T o D o·s 

Limpieza del material.- Todo el material de vidrio utilizado en este trabajo 
fue lavado previamente con una mezcla sulfonítrica (HzS04 : HN03>, 1: 1, v/v). 
Después se enjuagó el material con agua bidestilada y desionizada. Posterior
mente se trató con una solución de Aquasil (Pierce) al 1%, v/v. 

Animales.- Los tallos oculares utilizados fueron obtenidos de camarones 
blancos del Pacífico, de la especie Penaeus vannamei (Boone), capturados en 
las costas de Nayarit y Sinaloa. Estos animales fueron utilizados sin di!;tinción 
de sexo ni edad. 

Para los bioensayos se utilizaron acociles de la especie Procambarus bou
vieri (Ortmann), traídos de Uruapan, Mich •.• o bien Procambarus clarkii ~Gr=-
rard), procedentes de Chihuahua. 

Reactivos.- Todos los reactivos usados fueron del mejor grado de pureza 
existentes en el mercado. En la preparación de las soluciones, así como en to
dos los procesos en general, se usó agua purificada a través de un aparato 
Nanopure CSYBRON/Barnstead). La resistividad del agua obtenida después de 
este proceso fue de 15 a 18 megohms-cm. 

En el caso de los solventes utilizados en la cromatografía líquida de al
ta presión, únicamente se utilizaron solventes grado HPLC C Fisher o J. T. Ba
ker). 

Tinciones .-
a) Método de la 

hidrina al 0.25% en acetona 
ninhidrina.- Se empleó como agente 
Cl07). 

localizante nin-

b) Método del cloro.- Este método es muy útil para el caso de ami
noácidos, aminoácidos con el grupo amino bloqueado" y para péptidos ( 108). Pa
ra realizar esta técnica se siguió el método de Rydon-Smith (109,110). Para 
mayores detalles consúltese (95). 

24 
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Soluciones amortiguadoras.-
1) Solución amortiguadora pH 1.8.- Esta solución se preparó utili-

zando ác. fórmico:ác~ ··acético ... glacial:agua, ___ en las proporciones 1:4:45, v/v/v • 

. . .. _. ~ 2) Solución, a.;,ortigu~dora ;,pH 10~0.- Esta solución se preparó. usan-

do carb,onj~~t;;;~~f-~~'.W~~~~J~g~~tX~~Ji~~.A~~~~;:~'n'~~;~ ;pH 1.0.0 con amoníacf~" :. e > 

. _. :'>·"3)_¡.;.Solución:: amortig~a.c:iora:.~pH;3~5 • .:: Esta se prepara mezcla,ndo::'piri-

dina :ác.~~--~~~)~~¡~~ftciál !'.a~~1~~~~&~~~i;;~Jt~l.º::sp:~::=r8:. u:::~:·;:!{~¡f:', ác. 

acético ;, gl~éia'.l :'agUá· .. ·- ., ' oporcion'es'·,'46: 4: 950. V /v /v. 

· ·•· • , '.''.f~fjg11!J~?~~~~ .,, . .. log{'~tffg~i);~~·~¿~~rrev~ld, para crustáceos e 111 >. 
consisterite~t;·eri'i.'J?NaChí0~2!'Ü•!;·•;~,CaClz~2Hi0:';.0;02 •. M-, KCl_ 0.00536 M, MgClz 0.0026 M, 
NaHCOj 0~.~0,2.~.·; ~; _)iijl.:fstádó, ·,a·:. pH 7-? ·c~ri 'HCJ ,0.1: N ~ 

-· - .. _. ~t '.".';:r.,,_ l!i,;,,. :,_~ ::::-- ~,,i ~~~ .. .'~ -~ .. ~----·-~~,-- --~ __ .• ,·'" .,, __ .,¡.,,-,_ ... ' --~:' ·,. - . ,:_ ·"'-· .,. ~-~-' ; _ ...... - ,,: . ; ..... .'_ ., ~- '~ 
Bioeri'sayo·~':- ·:Todos· los :·experlmerit6s}'fisiológicos y bioensayos se realiza

ron encel,,laborá torio' dél · Dr~· • Hugó· .'Aréchiga ,·:,·del. Depto. de Fisiología y Biofí
sica ·del. ClNVESTAV (ver agradecimieritos). · 

.La actividad .de la hormona neurodepresora fue probada in vitro por su 
efectividad en reducir la frecuencia de descarga de una neurona aislad02, del 
sistema tensorreceptor abdominal ( 11) del acocil Procambarus bouvieri o de 
Procambarus clarkii. 

El órgano tensorreceptor del acocil, RM1 , al igual que el RM:i., consiste 
de una neurona sensorial adosada a una sola fibra muscular. A diferencia de 
RMz, que mue.stra una adaptación rápida a la tensión, RM1 da lugar a fre
cuencias constantes de impulsos nerviosos cuando se mantiene una tensión cons
tante sobre la fibra muscular. Puesto que los impulsos nerviosos son casi per
fectamente rítmicos, aún los cambios más pequeños en su.s frecuencias, pueden 
observarse fácilmente (12). 

Cada lado de cada segmento abdominal del acocil contiene un par de re
ceptores, RM1 y RM2.. Se disecaron éstos. bajo el microscopio, inmersos en solu
ción de Van Harreveld, quitando toda la musculatura y tejido conectivo adya-
centes. . 

Posteriormente, la preparación .aislada se· transfirió a una poza en donde 
se le succionó ·con un microelectrodo para hacer un registro extracelular de la 
actividad eléctrica de RM1 , al aplicar una· pequeña tensión. La preparación se 
irrigó constantemente con solución de Van Harreveld, goteada por gravedad 
desde un recipiente a temperatura ambiente ( 19°-21°) y sacada de la cámara 
de registro por la aplicación .de una presión reducida. 

El flujo de la solución salina fue ._detenido por espacio de un minuto, co
mo período control, y luego se introdujo la sustancia de prueba, con jeringa, 
y se observó su efecto durante un minuto. P?steriormcnte se restauró el f_lujo 
normal. 
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La frecuencia de descarga de R:!>.lt · fue- medida por alimentación de picos 
después de una preamplificación (Gras-P-G-12) a un reductor de frecuencia 
( 112) y alternativamente con un multicanal marca TMC. En este caso la forma 
de_ onda de los picos ~ue modificada por un circuito RC, para lograr la señal 
aceptable por el multicanal. Los picos· fueron registrados en papel (polígrafo 
Grass, modelo 7) _y proyectados en un osciloscopio (Tektronix 502), simultánea-
mente. - -

En algunos_ casos, con fines _·comparativos, se -utilizó otro método de bio
ensayo que consistió ·en el registro extracelular de la actividad espontánea de 
la rama superficial _de;. la_:-tercera _raíz de_ un ganglio abdominal, generalmente 
el tercero, con-·_un electrodo· de succión (85). Esta rama contiene seis axones 
motores que innei:van ·a -- lo·s ·músculos flexores abdominales superficiales. Cinco 
de estas unidades··: sonc:tónicamente ·activas. Las mediciones de frecuencia de 
descarga espontán.ea- ·se· hicieron sobre la motoneurona f-5, de acuerdo a la 
terminología de Wine y cols. ( 113) •. 

La actividad neurodepresora se cuantificó usando una escala arbitraria. 
La frecuencia de descarga de la neurona f-5 mostró, a temperatura constante, 
fluctuaciones espontáneas de minuto a minuto, dentro· de un límite de 10% del 
valor promedio. Bajo la sustancia de prueba, cualquier depresión que sobrepa
sara ese nivel se tomó como efecto positivo, .y cada reducción del 1% en la 
frecuencia de descarga se consideró como una unidad de actividad neurodepre
sora. 

Obtención de los tallos oculares.- Los tallos oculares fueron obtenidos 
directamente de camarones recién capturados, cortando con tijeras la extensión 
del caparazón (rostrum) que existe entre los dos ojos del animal, y después 
cortando los pedúnculos oculares desde su base, __ Inmediatamente se congelaron 
para evitar cualquier tipo de degradación y en esas condiciones se trajeron al 
laboratorio. 

En el laboratorio se liofilizaron· hasta ·sequedad y se mantuvieron a -70º 
en un congelador Reveo, hasta el momento:~:de¡ iniciar las extracciones. 

Extracción y aislamiento de -1a .. act:i~{d.-~d.· neurodepresora.- Con los lotes 
P-19, ·p-21, P-22, P-23 y P-24, .. se<siguió_-el::procedimiento que se ha descrito 
previamente (95), con ligeras· modificaciones;;c.:: En· breve, dicho procedimiento 
se realizó en el cuarto frío y_: cor.sistió:: en: _triturar a los tallos oculares lio
filizados, congelados a -70º •. en'.i..in ·.'molino':.·para-- carne que tenía una criba cu
yos orificios medían 2;;6 mm· de diámetro·;· :.pre-enfriado a -70º, y utilizando tro-
citos de- hielo seco como abrasivo. · 

_ Los polvos obtenidos se resuspendieron. con tres 
80º, y se calentaron en baño maría manteniendo una 
rante 3 minutos. Luego se colocaron en un recipiente 
bajar la temperatura. Este tratamiento fue hecho con 
proteasas propias del extracto. 

volúmenes de agua a 
temperatura de 75º, du
con agua con hielo para 
el fin de inactivar a las 
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Se extrajeron los polvos con agua, a 40°, agi.tando mecánicamente duran
te 30 minutos, y lu.ego se centrifugó a 4200 x g {cabezat GSA, Sorvall RC-5B), 
durante 30 minutos, a 4°. Se recogieron- los sobrenadan tes y los precipitados 
se reextrajeron nuevamente, utilizando .la misma metodología. Este procedimien
to se repitió. ·4· 'ó 5 veces. A1 ·- final7-.d<?'.las extracciones se reunieron todos ·los 
sobrenada_rites- obtenidos: y se _co_ncén_traron ·en un evaporador rotatorio. 

· -· En un;;caso particular ;{Lot"i?-c:P~20) ·1a extracción de la actividad neurode
presora se realizó de la siguiente:mariera: al polvo obtenido .de lá molienda de 
_los:. tallos_···oculares, en· la,· forma''.op.reviamente descrita, se le extrajo directamen
te con ,metanol absoluto, agitaridoj'dur_an!-_e 1 hr, a. temperatura ambiente. Pos
teriormente se centrifugó en ,una:c:_céntrífuga l\·ISE. a 700 x ·g; _durante 30 minu
tos,- a 8° ~ Se separaron los sobreriadantes y los precipitados- :volvieron a extra
erse; por el mismo ··procedimiento.· ·-La ,·operación se repitió seis veces. 

En este mismo lote, los ·precip.itados se almacenaron a -70° en el Reveo, 
y los sobrenadantes se.reunieron y se:: concentraron en el evaporador rotatorio. 
El concentrado se centrifugó a 16800 x •g (cabezal ·GSA, Sorvall RC-SB), duran
te 30 minutos, a 4º, para eliminar. a::. un precipitado que se formó. Dicho pre
cipitado se extrajo con· agua y. posteriormente· se centrifugó bajo las mismas 
condiciones. Los precipitados remanentes se congelaron a -70°, mientras que 
los sobrenadantes acuosos se reunieron con los sobrenadantes metanólicos obte
nidos en el paso anterior. La mezcla se· liofilizó hasta sequedad obteniéndose 
una pasta anaranjada. 

Las pastas secas fueron extraídas .• con_·éter de petróleo, durante 1 hr, con 
agitación, en el cuarto frío. Luego·.,se repitió la operación. Se centrifugó a 
700 X g en la MSE, 30 minutos, a-::4º,.-·y se separaron los sobrenadantes del 
precipitado. Los precipitados obtenidos.-.se ·volvieron a extraer con éter de pe
tróleo, en la misma forma, y. se.: separó. el sobrenadante del precipitado. 

Los precipitados s.e ext~a.j~r~l'l)~~n· metanol absoluto durante 1 hr, con a
gitación, a 4° •. Se. obtuvo; d~sp.ués_:: .. de.·centrifugar, un sobrenadante café, trans
lúcido, y un precipitado cblanco~:_.,Los' sobrenadan tes se concentraron en el eva
porador rotatorio. y;·sé'"dializ.aron:;.'-'Cver-adelante) contra metanol, en el cuarto 
frío. El material :que. ·salió.,de::,la bolsa de diálisis se concentró a sequedad, 
y los sólidos obtenidos,,;se_.-.r~suspendieron en agua. 

Posteriormente esta ~ol.i:.ciól'l fue extraída con cloroformo, durante 30 min, 
a temperatura ambiente; obteniéndose una fase acuosa {superior) amarilla, una 
interfase cremosa, blancuzca:·,·· y una fase orgánica {inferior) rosácea. Se liofi
lizó la _tase acuosa y luego se· re.suspendió en agua. 

Concentración.- En el c·aso d-e volúmenes mayor-es obtenidos de las extrac
ciones o en la etapa de obtención del extracto crudo, se concentró hasta la 
consecución de volúmenes -pequeños en un evaporador rotatorio, marca Buchler. 

En el caso de las fracciones obtenidas de las columnas de cromatografía en gel, 
o las salidas de electroforesis, fueron concentradas por liofili:i;ación en un a
parato marca Virtis. 
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Las muestras obtenidas de la cromatografía líquida de alta presión se 
concentraron .en --·un·., evapo.rador centrífugo al vacío, marca Savant . 

. , -

. Diálisis.- Todos "los ·extractos totales obtenidos fuet.:on dializados direc
tamente contra. agU:á: ;- .-~a.-- ·4 º •. l rivariablemente, la actividad.: neu!'."odepresora se 
localizó en la fracción::. que .salía de la bolsa, a la cual_. se: le ,-denominó- diali
zado. Al material que ·.se mantenía dentro se le llamó conteni.do'~interior de la 
bolsa de diálisis. -.•El ·"pJ'."OCedimiento se realizó haciendo cainbios ·cada·< dos hrs, 
y generalmente se realizaban ·cuatro cambios~ Las·- memhranas ·.utilizadas·· fueron 
de la marca Spectrá:por, ·con rango de corte de .13,600"_de;•PM~ ~-n• algun'a oca-
sión se usaron membranas con .rango de corte· de:: 1000 "de_:,._P?.L·· -.•-,• :-_ -.· ·: · 

~-: ':·_ .- ' -~'.\' 1' --~ 

se rea~~;~ª~{g-i~~~:;~~m~~b~0asm~:P~~=-~s~t~~ Á~i~~~~u~~:~~~~i¡;~a'.f,i~t~-f~ifad es~: 
corte de 500 de P.M. 

Determinación de Na .... y K+ .- El contenido de ~~~~~],(~i}{~~~~"RJi'~n{e Na+ y 
K-+) se determinó en forma automática mediante flamomeiría;-_feri/u'n".-flamómetro 
lL-343 ( lnstrumentation Laboratory, ·lric.). Dichas rriedicionesº;:se . realizaron en 
el Depto. de Nefrología y Metabolismo Mineral del INNSZ. \; 

Desalificación de los-···exi~a~tos.- Con el fin de ell~-i~ar ·a las sales que 
acompañaban a las preparaciones de actividad neurodepresora se siguió el pro
cedimiento que a continuación.:• se menciona. Las muestras se liofilizaron a se
queda!'.l. El precipitado obtenido.·se extrajo con volúmenes variables de metanol 
absoluto (en función del· volumen del extracto), agitando 30 minutos a tempera
tura ambiente. Luego se centrifugó a· 700 x g, durante 15 minutos. Se recogie
ron los sobrenadantes y_ los precipitados se extrajeron nuevamente con metanol. 
El procedimiento se repitió ·tres veces. Posteriormente se descartaron los preci
pitados y los sobrenadantes metanólicos se e'vaporaron a sequedad. El residuo 
obtenido se re suspendió en agua. Se tomaron alícuotas para bioensayo con la 
finalidad de observar si se había recuperado toda la actividad inicial. 

Cromatografía de filtración molecular en gel.- Algunos extractos se some
tieron, para su fraccionamiento, a cromatografía de filtración molecular (95, 
106). Se utilizó una columna LKB, mod. _2137-026, conteniendo Seohadex G-25 
fino o Sephadex G-15. En este procedimiento se utilizó un espectrofotómetro de 
flujo Uvicord S, un colector de fracciones Ultrorac 7000, y un graficador mod. 
6520-7/8, todos de LKB. 

·Los parámetros y condiciones de cada corrida cromatográfica 
indicados en la sección de RESULTADOS. 

Electroforesis en papel.-

se hallan 

a) Electroforesis analítica a mediano voltaje.- Se utilizó una celda 
tipo Durrum, marca Beckman, modelo R. La fuente de poder utilizada fue de 
marca Beckman, modelo Duostat. Las condiciones empleadas fueron las que a 
continuación se mencionan. El soporte empleado fueron tiras de papel Whatman 
3 Ml\I, de 3 x 31 cm, o bien tiras dobles de 6 x 31 cm·; tiempo ele saturación: 
30 min; tiempo de corrida: 120 min a pH 1.8 y 100 min a pH 10.0; voltaje a
plicado: 300 volts (9.6 v/cm). 
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Otras variantes en las electroforesis fÜeron las soluciones amortiguadoras 
usadas en cada caso y la cantidad de muestra aplicada. En todos los casos, 
las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente. En cada caso se obser-. 
varon las tiras bajo la luz ultravioleta (UV) y se realizaron las tinciones de
seadas (como se observa en la sección de RESULTADOS).· 

b) Electroforesis preparativa a mediano voltaje.- En estos exp.eri:..._ 
mentos se utilizaron el mismo ·tipo de celdas y fuente de poder que en .-el.'casO 
de las electroforesis analíticas. Las condiciones también fueron · la·s·-<···.-mi·s"rrias·;· 
con la única diferencia que el soporte empleado fueron hojas. de p_ápel ;wn_át-,.·.-
man 3 r,1M, de 29 x 31 cm. _.,,.-." ""'''-."'-~~,--,.,,,,. 

Después .de'. cada corrida, se cortó un extremo de lá 'hc;ja.,;~~~~~~it¿tf:~~:}~~~_. 
el método deseado. µna vez .identificadas las manchas, :·se\rec6rtarori"i:''.Üra's ·a'lo 
ancho de la hoja y de_ ahí se procedió a extraer a lasjfracc_iories_;-;;·separadas. 

c) Electroforesis preparativa a alto voltaje.-, EÜ:,i';~;si:ii'./t:~c·riica. se em
pleó un tanque de electroforesis marca Savant, tipo Mich1;·2·:modelci LT48,· y una 
fuente de poder de alto volt"aje, también Savant, modelo···_HV-5000. ·Las condicio
nes que se usaron fueron las que a continuación se :·meric_ionan~- El soporte con
sistió en hojas de papel Whatman 3 MM, de 70 x 46 cm; tiempo de enfriamiento 
de la cámara: 60 min; tiempo de corrida: 120 min; :voltaje: 1000 volts (14.2 
v/cm); amortiguador de pH 1.8. 

Después de la electroforesis se trató a -las hojas en la forma en que se 
describe adelante. 

Extracción' a partir del papel.- El proceso-· de extracción de las diferen
tes bandas obtenidas después· de la electr_ofo_resis preparativa consistió en lo 
siguiente: a lo largo de .toda la ·hoja de papel ·,·_se marcaron tiras transversa
les de 1 cm de grosor (ó .. 2 cm, dependiendo .el caso). Se procedió a numerar 
las tiras de la forma que a continuación se menciona. Partiendo del origen, 
hacia el cátodo (polo negativo) se usó ün -signo "menos" (-) y el número co
rrespondiente. Por ejemplo: ·(-1) significa que va desde O hasta -1 hacia el 
lado negativo; (-2) significa que va desd_e -1 hasta -2·. y así sucesivamente. 
Hacia el ánodo (polo positivo) se usó el mismo tipo de numeración pero con 
un sig.no "más" (+). 

Ya numeradas las tiras, se recortaron en pequeños pedacitos, los cuales 
se depositaron en adaptadores de plástico para tubos de centrífuga, a los que 
previamente se había colocado un poco de fibra de vidrio en el fondo, lavada 
según el método de Schwartz (114). Luego se embebieron los pedazos de papel 
con 1 mi de agu"I. ;,· se centrifugaron a 900 x g, 15 minutos, a 4º. Se efectua
ron 5 lavados a cada tubo. Los filtrados correspondientes se reunieron y con
centraron en el evaporador rotatorio o por liofilización hasta un volumen de
terminado. 

Electroforesis analítica en capa delgada.- Se utilizó una cámara marca 
Camag, tipo Pastuska, modelo ECF6/TLE-69-E. La muestra se aplicó sobre pla
cas de celulosa MN300 (Analtech), de 250 micras de espesor, de' 20 x 20 cm. 
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La corrida se -llevó a cabo durante 45 minutos, aplicando 500 volts (25'?'cm), 
con el amortiguador de pH 1.8. ·Al finalizar la electroforesis se secó la placa 
con aire caliente durante 15 minutos,_ y luego a 60° en el horno, durante 30 
minutos. Posteriormente se tiñó la- placa por el método del cloro. Para mayo
res detalles consúltese (95). 

Fraccionamiento de las muestras en· Sep-Pak.- Algunos:- lotes', _·_en_ la--' etapa 
de extracto crudo, se sometieron:.- a·-_:·ur-.-a -.:separación gruesa :mediant_e-_::,quimioad
sorción utilizando los cartuchos-: de·::_sep"'.'"Pak ( Wa ters As socia tes) .'.'qüe,· contienen 
octadecilsilano (C \~)como :·materi_al_-_- 'aé::ti':'c::'· ::---- _,, , -_-. _. , __ ,. :--..;-:"'- --· ,_.:':-

ml y :=¡v~;f~;d;:~e~~º m~º~iis~i:taefo(i~~ej~fu'"t6~i~~~~:~21~~{~~:~~i-f~~;~:·?jJ:)~~:1~a~~n1•0 
Luego, sin permitir que_ se secaran,_ se:, equilibrar,on'é'coJ:l'PO::'::ml '''c:le:0:·ácido trifluo
roacético CTFA) 5 mM en agua. En séguida1!'s'<ii':'áplicó:f)1á'i;iffou'esfrá::'·é:orrespondiente 
y al terminar de pasar ésta se ·siguió lavanno¡tcé:mfr,T.F:A:'}:5;\m~.(;ien'_agua (10 ml). 
Posteriormente se lavó 'el cartucho con .10'_-·mü\'d.e'i:<-T-FA';t5*/'ífüí.fgi'en·-tmetanol al 50%, 
e inmediatamente después se hizo un -lává:d.dFc:óní"~TF · S:JrmMi"l;enf,:metanol absoluto • 

.. -.. .: .: . : :~t:fi~itYJ:;;f;f4~-i~zt1 -rJl-,,~T'f:~\f( ~~~\:.·_ ,-.; .. · .-· 
Se recogió cada uno de los lavados[,.-en:;!i;t'ubos;;;sepárados·;-;:<Y·'posteriormente 

se concentraron en el evapo-rador centrí.fugo:fá.,1-§;-V .. ~"·o'.~:_coi:i;}e1,:fin _de disminuir 
el volumen y eliminar completamente los :_~es·- .. w- :-~-~a.:·n~l_:lfy):;TFA. 

Cromatografía Hqui.da de alta pr.;,~i~ ______ ,;,_-~~!ffiJ~~::i·:I~v~rsos experimentos 
de CLAP se llevaron a cabo en un aparat" e'.?<';!{%'_modelo,;:_332; que posee d_os 
bombas modelo 1 lOA, con un microprC>_cesa~dci' oé:lelo'.iS''.420'~::: i·; un inyector de mues-
tras modelo 210. Para la detección_ :sej;,\.i1:_ilX 'n"\"'é's'pect'rofotómetro de flujo Uvi-
cord S, de LKB. Los resultados se: gr_aficar y_t,;¡é~-~'alizaron en un integrador de 
datos Altex, modelo C-R1A. · · · -- - ·ip.'.;~:" :_-

Todas las cromatografías'.i~;~}{;~ -:1._,_:'.°.-.--_',e:n?fts:'~o~n--~eesradtuer4a_ 6ambiente, en colum-
nas de fase reversa: Ultrasphe_i::e'_ _. _ • x 250 mm, con 
diámetro de partícu~a.~;_-c:le5'.~A';íri':' 

En el An~;¿g 'i.':5~,;."H:i"ái'§'a_ ·" __ o·gl'.'.amas: utilizados durante los diversos 
experimentos de ;;CLAP ,-~·y_!:;la.-t¡,foi::ma:",en se introdujeron los datos en el 

microp;:c:::::r1j2Jf2!~~fiJ~tJ~~l~~'.f~~e~{que se utilizaron en la CLAP fueron 
previamente filtradas· a•''través'.I;'de_,•m-embranas de 0.22 um (Millipore), y desga
sificadas en un báño ·-ultrasónico•: ( Bránson) con aplicación de vacío. 

, . '.- -·: ,: .. ·. 

Todas las muestras" que '~e- crorriatografiaron fueron filtradas en membra
nas de nitrocelulosa de 0.2 um, en dispositivos de plástico ( BioAnalytical Sys
tems) que permiten la filtración durante un período de centrifugación, con el 
fin de eliminar cualquier partícula precipitada que pudiera interferir grave
mente en el desempeño de las cromatografías. 

Digestiones enzimáticas.- Se incubaron a licuotas de las fracciones que 
mostraron actividad neurodepresora, en distintas etapas de purificación con 
las siguiente_s enzimas proteolíticas: pronasa. B (Calbiochem), proteinasa K 
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(Sigma) y tri~sina TPCK (Sigma). 

Se preparó una solución d
0

e tripsina. TPCK · ( 1 ,mg/ml) en. amortiguador 
NH.,.HC03 30 mM, pH 8~0 ... También se hizo una _sol1Jción -de proteinasa K (1 
ml) en'NH.qllC0?>-30 mM;:pH 7.7~ La:·-prcinasa'~B·se·-•preparó•:en•.-una:-'_soludón 

de 
rr.g/ 
de 

1 mg/ml en NH,¡_HCO~ 30 mM, pH 7.7 •. En' algunos-.experünentos· se utilizó una 
solución de pronasa B (1 mg/ml) en solución-"de"•Van--Harreveld, pll 7.5. 

El procedimiento general para las incuba.:;·¡o~es· f.¡e el siguiente: la mues
tra se disolvió en 200 ul del amortiguador- indicado,- y se agregaron 50 ul .de 
la solución de ·enzima correspondiente •. Se .. incubó á. · 37º, durante t. hrs, agitan
do los tubos cada hora. La reacción fue. deteriida por- inactivación con calenta
miento a 75º, 3 min, y luego se enfrió rápidamente en ·agua con hielo . para 
precipitar a la proteína desnaturalizada. (En algunas ocasiones se prefirió de
tener la reacción agregando 10 ul de ácido fórmico al 88%). Luego se centrifu
garon los tubos a 5000 rpm (microfuga Beckm-an) durante 10 min, y los sobre
nadantes se evaporaron a sequedad. En todos los casos se determinó el efecto 
de la digestión enzimática sobre la actividad neurodepresora utilizando al bio
ensayo. 

Determinación de actividad de la tripsina.- Se siguió la técnica descrita 
en el manual de enzimas de Worthington (115), con las siguientes modificacio
nes: el sustrato •.isado fue c=<'-N-benzoil-arginil-etil-éster HCl (BAEE) (Sigma), 
el pH fue de 7 .6, el volumen final de reacción fue de 3.2 ml, y la longitud 
de onda utilizada. fue de 253 nm. 

Determinación de actividad de proteinasa K y pronasa B.
método de Laskowski (116). 

Se siguió el 

Determinación cualitativa de la actividad de las proteasas.- En los expe
rimentos de digestión enzimática llevados a cabo durante las diferentes etapas 
de purificación de la actividad neurodepresora, se incluyeron una serie de 
controles para asegurar que las enzimas se encontraban activas, en donde se 
observaba dicha actividad en forma cualitativa. Tales controles consistieron 
en lo siguiente: se incubó caseína al 1% en NH<¡ HC03 30 mM, pH 7. 7 (o en so
lución de Van Harreveld) en presencia o ausencia de la enzima proteolítica que 
estaba siendo usada. En otra serie, a esta mezcla se le adicionó una alícuota 
de la fracción del extracto, para ver si éste podría, per se, inhibir la acti
vidad enzimática. La digestión enzimática se realizó en lasmismas condiciones 
ya descritas (ver arriba), y al final de la incubación se agregaron 50 ul de 
ácido tricloroacético (TCA) al 5% (ó 10 ul de HCOOH al 88%). 

En los controles que no tenían enzima se obtuvo un precipitado blanco 
abundante correspondiente a la caseína desnaturalizada, mientras que aquellos 
que se incubaron con la enzima no mostraron ·ningún precipitado. 

Dansilación.- Se siguió el método de Gray y Hartley (117) 
pequeñas modificaciones (118). La técnica se desarrolló así: 

Se utilizaron tubos de vidri.o de 6 x 50 mm. 

Se cubrieron los tubo's con papel aluminio. 

con algunas 
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Se colocaron alícuotas de la muestra y. se e.\faporaron. a sequedad 
con corriente de nitrógeno.; .. . .... · 

Se resus'pendi6 elresicluÓ en S''ul de NaHC~3 0.051,(, pJl.10.0 (a-

juo<ado con N~["iIJJj~}f llii~~I~~~iif ttif l~;i;oO>•::,,:~· ~:::~~:~). 
se· hiciéronc~aplicácionés•:eni}punto;'sobre. p'lacas ··de• poliamida' (Anal

tech). de 3 X 3 cm, con m~c:é:C>Pipeta.~- alargadas;: a la: flama • 

. Se . cór~i_;~.;,n, mi~rocrom~to~~.,;,-.fí~s bidim~nsionales en cualquiera de 
los dos siguientes·sisteinas:·ae:·solvet.'ltes: · . ..... · 

Sistenia A: , la':- dimen~ión.,,,; •.ic. fórmico: água' (l ~S~H>O, ~/v). 
2a. dimen.sión = ... benceno:ác. •·acético (4.5:1, v/v)•. · .. ;·: ~·· . .. 

Sistema B: . la.' dimensión = ác. fÓrmic~~agua CLSi100,< 'V/v) ). 
2a. dimensión = ri-butanol:hepta~o:ác. acético (3:3:1,, v/v'/v). 

- Se secaron las placas con el calor. de un . .foco _de'·lOO wa.tts y 
posteriormente con una corriente de aire .frío y luego aire caliente. 

- Se observaron las placas bajo ~uz UV y se iderit:ificaron las man
chas fluorescentes. 

Determinación del. grupo -NH2 terminal.- Después de dansilar a un pépti
do por el método descrito arriba, los productos · dansilados se disolvieron en 
HCl 6 N, y se sometieron a hidrólisis durante 24 hrs, a 110°, después de ha
ber sellado los tubos a la flama. 

Después de la hidrólisis se evaporó el ·HCl con corriente de nitrógeno (o 
in vacuo), se resuspendió el contenido del· .tubo ·en· 25 ul de agua y nuevamen.
te seevaporó; esta operación se realizó tre~_C:[véces.· Luego se resuspendió en 
10 ul ae la mezcla acetona:ác. acético· (3:2,v/v). y se hicieron aplicaciones en 
punto sobre las placas de poliamida. Se· C:ori::ferón .. •las cromatografías en alguno 
de los sistemas de solventes señalddos.· ·oé:/é.sfa:¡;·forma se pudo obtener la iden
tificación del grupo amino .terminal de un··.:pép'ti'dó:. 

. "·;~r>:'.·-{" 

Determinación cualitativa. de: la :c~mpo~i¿foii .de aminoácidos.- Se tomó el 
remanente del producto hidrolizado Cveas·e_·.•,:párra:.fó :ánterior), y se sometió nue
vamente a una dansilación, .siguiendo el misrno ·procedimiento que se describió 
anteriormente. Al observar las placas· .. bajo la •luz UV se obtiene la composición 
de aminoácidos del péptido original. 

De esta forma, con una sola muestra (generalmente 2 a 3 nanomoles) de 
material, se pueden obtener tres datos: l) la visualización del DNS-péptido, 
para ver si se encuentra puro; 2) la identificación del grupo amino terminal; 
y 3) la composición de aminoácidos del péptido. 
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Determinación enzimática de GABA • .:... El conteni.do de GABA de algunas frac
ciones se analizó mediante' una técniCci enzimática, utilizando la preparación 
comercial de Gabasa (Sigma), obtenida de Pseudomonas fluorescens. El principio 
del método consiste en .. la medición del NADPll producido cuando el GABA es me
tabolizado a succinato por.la preparación enzimática bacteriana (119,120,121). 
Con el fin de aumentar· la•" sensibilidad de la determinación, el NADPH se oxidó 
químicamente a NADP y.···se.• midió fluorométricamente, siguiendo la técnica de 

Lowry L:s c:l:t~r~i2J1iD,Ü~s .:k~: GABA fueron realizadas en el labora torio del Dr • 
Ricardo Tapia, del Ceritro:~de··.Invéstigaciones en Fisiología Celular, de la 

UNAM. • '<' •:;.:.· 'O·: 
Determinación· de :·'ri;{~i'iii:;,.:~; 'Alguna~ muestras fueron analizadas para ver 

su contenido de taurina, .!iigúien_d_o el método de Gaitonde y cols. (123). La Tau 
se separó mediante cromatografía· de intercambio iónico en Dowex 50W-X8 y Do
wex 1- X8, y luego se hizo·•·reaccionar con ortoftalaldehído en presencia de urea 
y de iones fosfato. Se acidificó•:.1a mezcla con ácido acético y se formó un pro
ducto morado que se leyó ·_,a 560••nm. 

Estas determinaciones ·se hicieron en el laboratorio de la Dra. Herminia 
Pasantes-?'.'!orales, del CIFC, de la UNAM. 
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R E S U L T A D O S 

A continuación se describen. en forma secuencial. los _resultados obteni
dos con cada uno de los diferentes lotes a partir de los. cu'ales.:. se. intentó pu
rificar y caracterizar a la hormona neurodepresora (HND)",de\Penaeus vanna-
mei ( Boone) . ~~;::>~<· ·.::· -,_ . , 

En cada uno de ellos se trató de aprovechar la. experiencia adquirida en 
lotes anteriores (consúltese 95,106) ·con· el fin de_ alcanzar<el·:'.objetivo des.,,ado 
en menor tiempo y con menor número de pasos en: el esquéma''.'d'e purificación. 
Esta es la razón por la cual se encontrarán algunas. modificaciones introduci-
das en· cada lote. · 

Como se podrá observar a lo largo de la exposición de estos resultados, 
los datos proporcionados por cada lote conducen a la misma conclusión. 

LOTE P-19.- Se empezó con alrededor de 6000 tallos oculares (t.o.) conge
lados de Penaeus vannamei (Boone), los cuales se molieron en las condiciones 
descritas y se extrajeron los polvos con agua como ya se ha mencionado (ver 
MATERIAL Y METODOS, pág. 26). En total se utilizaron 3 1 de "-gua, los cua
les fueron concentrados hasta 250 ml. Este material se dializó contra agua en 
la forma indicada (ver MATERIAL Y METODOS, pág. 26). El dializado obtenido 
ocupó un volumen de 6 1, el cual se .concentró en el evaporador rotatorio has
ta 54 ml, que constituyeron el extracto crudo. Por bioensayo (ver MATERIAL Y 
METODOS, pág. 25) se det:erminó que se había recuperado toda la actividad 
neurodepresora. 

El extracto crudo (6000 t.o.) se empezó a purificar por el método tradi
cional (95), cromatografiándose en una columna de Sephadex G-25 fino, bajo 
las condiciones que se mencionan en el pie de la figura N~ 1. El extracto se 
dividió en cinco partes y se cromatografió cada una por separado. La activi
dad se localizó por bioensayo, tomando alícuotas de 100 ul de cada tercer t:ubo. 
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En este experimento se obtuvieron los siguientes resultados: 

Extracto crudo ( P-19) Volumen de elución de la 
actividad neurodcprcsora 

·12 m1:cÚ30'.t.'o:xc 368-456 ml 
12 m1:.c133ot:t:;e>~> · 368-456 ml 
12 ml·1'.\(1330:'t;·o") 368-448 ml 1 ~ . h, \'~'. \1;3l6ºor\~'¿,:} > • :;756z-:.'4~~ ~ \ 

En la :figú~·~.\'~'e :"'i·.··s·e. o'bserv~ una gráfica representativa ·'dec las obteni
das en esta serie:.-·' :se·écolectaron las· fraéciones ._activas .Y .se .. c:oncentraron hasta 
20 ml. Se denominó ·a este extracto P-19,1SG25~· 

El cxtract;··. ~:_:l9, l.SG25 se· cromatografi6 n.iev .... mente: en la. misma columna, 
disminuyendo. el '··flujo con el fin de mejorar. la :.resolución· .y permitir que se se
pararan más sus componentes. Las. condiciones,,de.(la~\cromatografía se muestran 
en el pie de .la figura N• 2. El extracto· ·se ··dividió en dos partes que se cro
matografiaron por· separado.·· Al· final de ·1as. cromatografías se tomaron alícuo
tas de 100 ul de .·cada tercer tubo y se buscó la actividad neurodepresora por 
bioensayo, obteniéndose los siguientes resultados: 

Extracto, p..:.19, 1SG25 Volumen de elución de la 
actividad neurodepresora 

10 ml (3000 t.o.) 330-418 ml 
10 ml (30()0 t.o.) 352-451 ml 

En la figura N• · ... 2> 5"¡,~·•muestra una gráfica representativa de estas croma
tografías. Las fracciones .. '.ac_tivas se concentraron hasta 8.5 ml y se denominó 
a este extracto P-19 '2SG25~ ·· · 

Luego se proc.;,dió.,a C:~~.tÍatografiar al extra.'C:to P-19,2SG25 por una colum
na de Sephadex G-1.s;·o-.bajo:.·:1a.s· condiciones qu_e se· indican en el pie de la fi
gura N 2 3, en la cual· 's'e muestra la gráfica obte.ni:da en este paso. Las frac
ciones activas, ericoritradas por bioensayo, se concentraron hasta 7 ml. A esta 
fracción se le deno~i~ó .. P-19,1SG15. 

Este último··.extracto se recromatografió en :la misma columna, bajo las 
condiciones que' se muestran en el pie de la figura· N" ·4. Como se puede obser
var en dicha figura la actividad neurodepresora el.uyó :. entre 310-344 ml. Las 
fracciones activas se concentraron hasta 2 ml, y 's·e denominó a este extracto 
P-19, lSGlS. . 

Por bioensayo se demostró que la actividad.: biológica se había recupera
do en su totalidad después de estos pasos de P~t;ificación. 

Aprovechando la experiencia obtenida co·n lotes anteriores ( 106), se deci
dió proseguir la purificación de la fracción· P-19,2SG15 directamente por croma-
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Figura N2 1.- 1"' cromatografía en Sephadex G-25 fino. Lote :>-19, equivnlente 
a 1330 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 20 ml/hr; volumen de cnda fracción: 8 ml. 
La e lución con agua. ND: zona que presentó actividad neurodcpresora sobre el bioen
sayo del tensorreceptor abdominal del acocil. En la rcfercncii:l (95) se P"'-'rle encontrar 
una cromatografía analítica que permite visulalizar tdos los componentes de este 0xtracto. 
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Figura N• 2.- 2" cromatografía en Sephadex G-25 fino. Extracto P-1Y.1SG25. 
equivalente a 3000 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 11 ml/hr; volumen de cada 
fracción: 11 ml. La elución se hizo con agua. ND: zona que presentó actividad ncu
rodepresora sobre el bioensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. 
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ll! cromatografía en Sephadex G-15. Extracto P-19,2SG25, 
Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 11 ml/hr; volumen de 

La elución se hizo con agua. ND: zona que presentó ac
sobre el bioensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. 
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Figura N2 4.
equivalente a 6000 t.o. 
cada fracción: 3-3 ml. 
tividad neurodep'resora 
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2" cromatografía en Sephadex G-15. Extracto P-19, 1SG15, 
Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 8.5 ml/hr; volumen <le 
La elución se hj~o con agua. ND: zona que presentó ac
sobre el bioensayo del tensorrcceptor abdominal <iel acocil. 
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t:ografía líquida de alt:a pres1on (CLAP), bajo las condiciones del programa 2 
(ver ANEXO 1, pág. iL\2.). Las condiciones de esta serie de experimentos se en
cuentran indicados en el pie de la figura N• S. Se concentraron las fracciones 
evaporando el metanol y el TFA, en. el ev.aporador centrífugo al vacío (ver ¡,\A
TERlAL Y METODOS, pág. ;28), 'Y ·üna vez resuspendidas en agua, se tomaron 
alícuotas para el bioensayo co':';,_el_ ·_fin 'de localizar a la actividad biológica. 

En la figura N 2 5 se -obs;,r·va una gráfica re.prcsentativa de esta serie de 
corridas. En todos los casos' la . ac.ti vid ad neurodepresora se loca 1 izó en la pri
mera fracción que se r~cogió~ A ·esta fracción se le llamó P-19,2SG25,CLAP11 • 

Se· .r"euni;,ron .las .fracciones· activas de las diferentes corridas y se concen
traron hasta\seq-uedad. El .bioensayo indicó que se había recuperado toda la 
actividad-.:,neur'odepr'esora Original~ Dado que la fracción. P-19,2SG25,CLAP11 mos
tró_ una gran cant:idad de· sales, se decidió desalificarla, utilizando metanol 
absoluto, en ·1a ·forma que se indicó previamente (ver MATERIAL Y METODOS, 
pág. 28) •.. Los·.sobrenadantes se concentraron para· eliminar al metanol y se re
suspendió el resi.duo en agua. Nuevament:e el bioensayo mostró que la recupera
ción de la actividad neurodepresora había sido t:otal. ·se denominó a este ex
t:racto corno P~19,2SG15,CLAP11d. 

Se decidió volver a pasar a esa muestra por CLAP en la columna de fase 
reversa, utilizando el programa 3 (ver ANEXO 1, pág. \.'i2). En la figura N" 6 
se ve una gráfica representativa de todas las cromatografías de esta serie. 
Todas estas corri.das se resolvieron en ci.nco .fracciones, las cuales fueron de
nominadas O(, P.,, ~ ,·S.'y E.·. !?e reunieron "los tu.bes correspondientes a cada frac
ci.ón y se concentraron. EL bioensayo indicó· que .la actividad neurodepresora se 
encontraba en .forma ·mayori.taria en la· fracción correspondiente al pico o, y un 
poco en el pico '¡) • 

A la ·fracdión _del. pico S se le llamó P-19,2SG.15,CLAP11 d2'b y se observó 
que ésta, por primer:a vez; parecía. retenerse un poco en la columna de fase 
reversa, pues .eluyó alrededor de. 9-10 minutos después de la i.nyección. 

Se tomó a·· 1a.-fracción• P-19,2SG25,CLAP11 d2i¡ y se volvió a cromatografiar 
en la misma columna:, - bajo las "mismas condiciones. La única variación fue que 
se aumentó el nivel de' ·sensibilidad del registro a 0.1 AUFS. El perfil obteni
do en esta serie de ,cro.mátografías se ve en forma representat:iva en la figura 
N 2 7. El bioensayo mostró ·que la . actividad neurodepresora se loca 1 izaba en 
los picos 2, 3 y 4; eostos datos coincidieron con el resultado de las croma to
grafías anteriores y c.:::-nfirmaron que la actividad neurodepresora, una vez de
salificada, e luía hasta el minuto 9-10 después de la inyección de la muestra. 

La fracción P-19,2SG15.,CLAP11. d2& se cromatografió otra vez por CLAP, en 
fase reversa, bajo las condiciones del programa 4 (ver ANEXO 1, pág. \0..3). 
Como se puede apreciar en la figura N"' 8, representativa de esta serie de ex
perimentos, se obtuvieron, además de los picos debidos al artificio de inyec
ción, dos picos que no aparecieron en la co.rrida control (blanco de solventes). 
Uno de ellos, el que eluyó al principio sin retenerse en la columna, se deno
minó fracción P-19,2SG15,CLAP1 1 d2~31 , ( B-1); y el otro. que se retuvo muy li
geramente en la columna, se denominó P-19,2?G25,CLAP1\d2'b3 5 , (B-5). 
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Figura N2 5.- CLAP de la fracción P-19,2SG15, equivalente a 600 t.o. 
Programa 2 (ver ANEXO 1, pág. 142). Solvente A: TFA 5 mlvl en metanol al 10%, 
pH 3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto. Columna: Ultraspher-e-ODS, 

'\ 

5 um (4.6 :x 250 mm). ND: zona que presentó actividad ncurodeprcsora sobre 
el bioensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. La flecha indica el momen
to de inyección de la muestra. 
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Figura N" 6.- CLJ\P de lá. fracci6n P-19,2SG15-CLAP1 1d. Programa 3 
(ver /\NEXO 1, pág. 142). Solvente A: TFA 5 mM en agua, pll 3.0. Columna: 
Ultrasphere-ODS,· 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectó por picos. ND: zonn que 
presentó actividad neurodepresora sobre,el tce.,sorreceptor abdominal del acocil. 

I:a f.l·echa indica el momento de inyeccion de la muestra. 
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Figura N" 7 .- CLAP de la fracción P-19, 2SG15-CLJ\Pl, d25. Programa 3 
(ver ANEXO l, pág. 142). Solvente A: TFJ\ 5 mM en agua, pH 3.0. Columna: Ul
trasphere-OUS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectó por picos. ND: zona que pre
sentó actividad neurodepresora ·sobre el biocnsayo del tensorrcccptor abuominul 
del acocil. La flecha indica el momento de inyección de la muestra. 
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Figura Nº 8.- CLAP de la fracción P-19,2SG15-CLAP1 1 d2s. Programa 4 
(ver ANEXO l, pág. 143). Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5. Columna: Ultrasphe
re-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectó por picos. ND: fracciones que presen
taron actividad neurodepresora sobre el bioensayo del tensorreceptor nbdominal 
del acocil. La flecha indica el momento de inyección de la muestra. 

..,.. ..,.. 



45 -

El bioensayo mostró que había .ac"tÍvidad neurodepresora en los "tubos 
B-1 y B-5. Esta serie de experimentos confirmaron que "Se podían separar por 
CLAP dos fracciones. provenientes de los t.o. de Penaeu.s vannamei (Boonc), 
que provocaban un efecto neurodepresor sobre el bioens.ayo del tensorrcceptor 
abdominal de Procambarus clarkii (Girard). 

- - A .con"tinuación se realizaron cromatografías analí"ticas de los dos picos 
obtenidos en el paso anterior, que mos"traron actividad biológica, para ver si 
se encontraban perfectamente separados el uno del otro. Se aplicó· una cantidad 
.pequeña de cada uno y se cromatogra:fiaron bajo las mismas condiciones. En 
la figura N2 9 se observa el resultado de la cromatografía del. pico B-1. Como 
se puede observar, apareció en la misma posición que·.· antes·; e's ·decir no rete
nido _en la columna. y un poco antes del artificio de ·inyección. que se observó 
tamb"ién en el blanco de solventes·. No se apreció ningún-c.'piéo »en la zona de 
B-5. .. ' ., - ·. 

La figura N" 10 por ·su parte, muestra el._ crom~t.;g'ri..~a- obtenido cuando 
el pico B-5 se cromatografió _en las mismas: condición'es"/·'ComC.·:se puede apreciar 
nuevamente se. _observó un ·pico en . el minuto::-9-lOjipo.steJ:'ior-./aJ_-la. inyección, co-

~ree;Feº°n'!.i~~:e-·. ·a.-···B:S~~·--;'.t1:;~t_rª~] .. :.~~--~-·~:~~,.--~~;~~-~;0~;a:i~;~;Y3~\lf~1~;1~.r;trbservó prác"tica-

r•d••ºVu~ ~~n:~:~~~J~~i;~},Ji1i'"'•"'' reca o· ·•~de• ,p.co• •. y la recupe-

Los tubos· correspondientes;#: s.:;;~x~:'ta~-Sl se concentraron 
a sequedad, eliminando.-.lós"t·.r'esto's,:(< ormiat'ó}(d.e\-.:tJ:'iefi.i~mina (TEAF), y final-

~;n"tt.~ 2::-e:::::::~:::n~;::;·~ºzr~M~i;q~e·~;~:~!~~:¡~~ac:::n ª ª:::s c::::::::::~n p:: 

la metodología ya_ descrita;·: ,su{ac"tividád•:.:biológica empezó a decaer rápidamen
te, y al cabo de dos semánas:,:s'\:1~··ii_dentificaéión •biológica se hizo muy confusa. 
pues los resultados del :bioensa"Y'oiiya:::nc:>~:fú:eron claros • 

. A diferencia de lo;:.-~~~-)'!~~~i:~~ ::hÜ~~n~~ ca~i todo el proceso de purifica
ción, en donde la actividad'-·:biológica -se mostró siempre muy estable. cuando 
se llegó al último-. paso:,-. de CLAP •. al· sepárár a B-1 y B-5. la actividad de és
tos desapareció muy' :rápidame_nte~ 

Puesto· qUe · e·n. esta preparación se encontraron dos picos con actividad 
neurod!?presora ( B~l-_·y- B-5). lo cual· no se había observado anteriormente en 
otros lotes, y _dado que este extracto no pasó por electroforesis en ninguna par
te del proceso de. ·purificación, tal como se hacía arites (95). se decidió reali
zar una electroforesis analítica en capa delgada para ver si se observaba en 
alguna de las fracciones algún comportamiento diferen"te a lo ya establecido, 
o bien para ver si se comportaban en forma semejante. 

Las condiciones de la 
(ver MATERlAL Y METODOS, 

electroforesis fueron ·las que ya 
pág. 29). y se !'"ealizó a pH 1.8. 

se menciona ron 
Se corrieron alí-
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Figura N2 9.- CLAP analítica de la fracción P-19 B-1 ;· Programa 4 
(ver ANEXO l, pág. 143). Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5. Columna: Ultras
phere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectó por picos. NO: fracción que pre
sentó actividad neurodepresora sobre el bioensayo del tensorreceptor abdominal 
del acocil. La flecha indica el momento de la inyección. Los últimos picos co
rresponden al artificio de inyección y "también aparecen en el blanco. 
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Figura N" 10.- CLAP analítica de la fracción P-19 B-5. Progama 4 
(ver ANEXO l, pág. 143). Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5. Columna: Ultrus
phere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se colectó por picos. ND: fracción que pre
sentó actividad neurodcpresora sobre el bioensayo del tensorrcccptor abdominal 
del acocil. La .flecha indica el momento de la inyección. Los primeros picos 
corresponden al artificio de inyección y también aparecen en el blanco. 
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cuotas de B-1 y B-5 (correspondieni:es a 150 1:.o.) y además se colocó un pa
i:rón de GABA (5 ug) para observar su comportamiento en estas condiciones. 
En la figura N2 11 se puede observar el resultado de este experimento. La l:in
ción con cloro (ver MATERIAL Y METODOS. pág. 24) 1 mostró únicamente una 
mancha correspondiente al GABA, a -6.5 cm alejada del origen, es decir que 
corrió hacia el ánodo, tal como se esperaría por las ·condiciones ácidas em
pleadas. 

Sin embargo, no apareció ninguna mancha correspondiente .a: B-1 •ni.::-a· B-5 
en ni.nguna 1lar1:e de la placa. Esl:e hecho se inl:erpr_etó · como que proba bl.emen:...: 
l:e había tan poco material de cada uno, que·1~--i:écni.ca>no.-fue l.o:suf_ici.crite-:: 

menl:e :=n::::: ::m:u:a::b::te::::~a;~redan -~st~Y~fr:J~,i~·~; ;;;,~¿/ ~{,,~;~ii~f~~1)~~-
CLAP, y supuesl:o que la can ti.dad existente·. de ellos''.E<raf".mÍ.ly.)_redÍ.lci.da:;.:,Cde/a..: 

~:~lt~ªr;g~::::5:{~~:~~i.~1~aes:&~~~~~;~ .·:tn_~;~t:~.-~;f~i:~?tf~~t:~}~~~~~;~~~;;~~~~:r 
Con este fin se opl:i.mizó la i:écnica · de d.;,_~siÍ..;¡:ci6n\("~"r,r?-1ÁT.ERIAL ':Y ME

TODOS, pág. 31). lnici.almente se corrieron •los. 'difereines:' patrones: de:' DN.S"".ami:... 
noácidos (D.NS-aa) por separado, para confeccionar .. un·.-mapa 'de(l:odos':-.ellos so
"bre las placas .de poli.amida; al mismo "tiempo de conocer,··sus' 'mi.graciones'cro-. 
matográficas: .bajo. las con.dici.ones -·empleadas. En la figura· N2·12. se puede• ob-
servar ·el· mapa .:que se_ obi:uvo :Y. que i.ncluye a 31 DNS-produci:ós·. .. 

. ·-·· .. · ,· -·' ,_ .. -.' 

A conl:inua.ción·· se' tomaron·: como coni:roles positivos al. pépi:ido s· de. la ri
bonuclea:sa· Y.·a .. la'_·cadena'A':de la insulina (bovina). Se colocaron· 3 nanomoles 
de cada· uno, en._ túbos •: sepárados, y un blanco de reactivos. Con esi:e · material 
se "trató de-.obtener.la."siguiente serie de dal:os: a) visualizar al DNS-pépl:ido; 
para ver· si se enc.onl:raba ·puro; b) idenl:ificar al grupo. amino "terminal;· y c) 
conocer la composición de aminoácidos del péptido. · 

En la figura :N!! 13 se pueden ap?:-eciar los resultados ·de la dansilación 
·inicial. En el caso del blanco de reacl:ivos sólo se observaron DNS-OH y DNS
NH2 que son los subproductos de la reacción. En el caso del péptido S de la 
ribonucleasa y de la cadena A de la insulina, además de los subproduci:os 
mencionados, se observaron sendas manchas con fluorescencia amarilla en el 
punto de_ aplicación, lo que indicaba que ambos pépl:idos se habían dansilado 
y .que, dado su tamaño, no habían sido capaces de migrar en las condiciones 
cromatográficas empleadas. El hecho de que apareciera una sola mancha suge
rí·a que ambos péptidos se encont:raban puros y que no había productos de de
gradación. Debe mencionarse que de los 10 ul en que se había resuspendido el 
material dansilado, solament:e se hicieron 15 aplicaciones con la micropipeta, 
lo que equivale a 0.5 ul; por lo· t:ant:o, se esi:aban visualizando alrededor de 
150 picomoles del DNS-pépl:ido. 

Posteriormente, se evaporó con corriente de nitrógeno el contenido de los 
tubos y se hizo una hidrólisis ácida paFa identificar al grupo amino "terminal 
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B-1 

e~------- ELECTROFORESIS---------

Figura N• 11.- Electroforesis analítica en capa delgada. Se co
rrieron 150 t..o. de la fracción B-1, 150 t.o. de la fracción 13-5 y 12 
ug de GABA, los cuales se aplicaron en el origen (puntos en el esque
ma). Placa de celulosa t .. lN300; amortiguador:;;. ác. fórmico:ác. acét.ico: 
agua (1:4:45,v/v/v), pH 1.8: tiempo de corrida: 45 min; voltaje: 500 v. 
Tinción por el método del cloro. 
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Figura N2. 12.- Mapa general de DNS-aminoácidos. Cromatograf"ía 
en placas de poliamida (3 x 3 cm); 1" dimensión: ác. f"órmico:agua · 
(1.5:100,v/v); 2" dimensión: benceno:ác. acético (4.5:1,v/v). · 
1) DNS~Cys; 2) DNS-cistina; 3) DNS-CysS03 ; 4) DNS-Met; 5) DNS-Gly; 
6)DNS-Ala; 7) DNS-Val; 8) DNS-norVal; 9) DNS-Leu; 10) DNS-lle; 11) 
DNS-o<-Nlh-butírico; 12) DNS-GABA: 13) DNS-Pro; 14) DNS-fo--Ala; 15) 
DNS-OH-Pro; 16) DNS-Thr; 17) DNS-Ser; 18) D¡.¡S-Tyr; 19) N";O,di-DNS
Tyr; 20) DNS-Phe; 21) DNS-¡3-Phe; 22) DNS-Trp; 23) DNS-Gln; 24)" DNS.:.... 
Asn; 25) DHS- Glu; 26) DNS-Asp; 27) di-DNS-Lys; 28) é--DNS-Lys; -29) 
DNS-His; 30) DNS-Arg; 31) DNS-Tau; 32) DNS-OH; 33) DNS-NH~.· Algunos 
DNS-productos se muestran con líneas punteadas para ravorccer· st.i iden
tificación. 
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Figura N• 13.- Dansilación. A) Blanco de reactivos; B) 3 nmoles 
de cadena A de la insulina; C) 3 nmoles de péptido S de la ribonuclea
sa. 1) IJNS-OH; 2) IJNS-Nll2.; 3) IJ::-JS-péptido. Cromatografía en placas de 
poliamida (3 x 3 cm); lª dimensión• de. fórmico:agua (l.S:lüu,v/v); 2~ 
di,mcnsión= benccno:ác. acético (L,.5: 1, v/v). 
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(ver ?.-tATERIAL Y METODOS, pág. 32). De-spués de. correr las cromatografías se 
obtuvo el resultado que se observa en la figura N" 14. En el caso del blanco 
de reactivos sólo se observaron DNS-OH y DNS-NH2 • En el caso del péptido S de. 
la ribonucleasa, además de éstos, se observaron di-DNS:-1.ys y ~-DNS-Lys. Es
te resultado implica que Lys es el grupo amino terminal del_ péptido, y que 
además existe alguna otra Lys interior. En cuanto a ·la cadena A de la insuli
na se observaron, aparte de los subproductos, DNS-Gly y 0-DNS-Tyr, •lo: . que 
quiere decir que Gly es el grupo amino terminal y que existe alguna .Tyr -:inte-
rior. · · ,; 

a un a S~ 1.1:: :Pºcf~ n~:f :ci~~~ ~~n coe~t~f~~d°cied~blt~snet;1~~s _c .. 1~5m.·',s:P_neºo-_ss•~.~m';'óuenet:s?tdrea~~--..•. ~_-e·_m __ lc~-·.·.nr~et=s·cu~ilidtda6ds o 
(ver :MATERIAL y METODOS, pág •. 32). •La'. figura N 2 • 

de.·· los productos ·de- la hidrólisis - y.· dansilación' • 

• - Ji~--:~l: caso .del 1:>1zi.nco ,de ~~B.~Ú~cis -~e:6~-~erv6;- además d.~ .ib~ su~~roduc
tos normales;:•'uri·a·mánchá 'tenue 'corre'suondiente a,:DNS-:-Gly~ Este h'echo se ex
plica : sa bienci'C> que ::el ácidó-~_ acético·••;"éoñl:iene;; a Gly con10·_ contaminante, ._por lo 
q-Ue después- de hab.er-evaporado;'-Jai-mezcla-,de' .acetona:ác~. acético, y al hacer 
la segunda:--·.dansilación, -.-es·-.;_-de:'.•esperarsé:·•qüe: ·s·e encontrara- este resultado. 

- •• •• • • h ·- ,:: ' ' 

se observaron los 
DNS-Gl u, DNS-Ala, 

de aminoácidos co
primaria de este 

Por lo que respec'ta al l_jépttd;;·~-s)dk:ía_, rÍbonucleasa 
siguientes productos: DNS-Arg, ".:DNs.:.ser;-,._DNS:_Thr, DNS-Asp, 
DNS-Phe, DNS-Met, di-DNS-Ly,s.éy<DNS.:,His.'· Esút. composición 
rresponde muy bien con •lo .:qúe,:se:.•corioée•-de ·la. estructura 
péptido, que es la siguient~: · . ·:'-- ,·_-;y·_. : 
Lys-Glu-Thr-Ala-:Ala-Al_a-:Lys-Phe¡pluS:.A.I'."~{Gln-His-Met'.""'.Asp-Ser-Ser-Thr-Ser-Ala-Ala 

~~~. ·::~:.:::I~;~~r5~y~~~~t~i1@~iilH~I1r~.·~b~:c:::·d::,ón .. :::.::.~,~ 
productos: :.DNs..:ser;.]:.,DNS,:.Aspf:cDNS:;_Glü;·,_;¡.nNs,,.G1y:~·::¡~oNS::.'.Vá.l ~-i·DNS:-Leu/DNS-1 le. DNS-

~r:s;r~ ·. ts t~:~~,~~~I~~~l~~~~;'~~¡tí~~~{~~~q!~1:~~~!~:r~ki:;1~~i~Wl:~~m}~: estructura prima-

Gly-l le-Va l-:Gl u-Gln-Cys~Cys;.C.Ala-S_er-:;Va l"'Cy_s-;;-Ser-Leu..'.. T .r='"Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-As 
- ·,::,.·:. :>/;.;:~_·. ·:·'.r: >~~~·?:~.:~:ª~~{~:t~t~-:~~~:;i~;,~\~J:-~(:JJ~.i~'.~~/}t~/;t~·:t:t~:~:~:$-}',:.t~g{ ,tt.~,>~~/f:·:.' ~ ~- -

Los resultados'-,, mostrarón,tqüé':'la;".;iéi::nica:¡(.' ta . ptimizada, por lo que se 

;r~1~~~I1;;~J{~í~~~~~~~J~l~11f f~~~:$N~~~:;~:~~~~:~::i~~~,p -
La dansilación-1ciir-ectá.ffdél·o:~m'aterial,ft,pr_ódl.ljó·::•los, siguientes resultados, que 

se muestran en. la. figura'"i;N5!_i;.16:i~:ei.¡:•b1anco•,·.'mostró'\;DNS-:-OH y DNS-NH2., como s1em
pre. En la placa c~rrespondient;;;,:a.,:~s,:;(:/sóloi;sei: o?servó DNS-OH, a 1 ig ua 1 que 
en la corresporidiente,\~-s=-s-~-::,Este':•datci(:indicó:.que no había ni!"gún grupo dan-
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Figura N2 14.- Dansilación e hidrólisis. A) Blanco de reactivos; 
1) DNS-OH; 2) D_NS-~~H2; B) Cadena A de ln insulina: 1) DNS-Oil; 2) 
DNS-Nll2; 3) DNS-Gly; 4) 0-DNS-Tyr. C) Péptido S de la ribonuclcasa: 
1) DNS-OH; 2) DNS-NH:z.; 3) E.-!JNS-Lys; 4) di-ül~S-Lys. Las condiciones 
cromatográficas fueron las mismas que se indicaron en la Fig. · N2 13. 
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Figura N• 15.- Hidrólisis y dansilación. A) Bco. de reactivos: 1) D~15-0l-l; 
2)DNS~Nl-lz; 3)DNS-Gly. B)Cadena A de la insulina: l)DNS-OH;2)DNS-N112 ;3)DNS-Gly; 
4) DNS-Ser;5) DNS-Asp ;6) DNS-Glu :7) DNS-Val; b) DNS-Leu/ I le ;9) N ,ü, di-DNS-Tyr; 10) D:-15-
Cys!:03. C)Péptido S de la ribonuclcasa: l)D~JS-Oll;2)DNS-Nll2 ;3)DNS-Gly;4)DNS-Arg; 
5) DNS-S.,,r; 6) i>NS-Thr; 7) D;JS-Asp ;6) DNS-Glu :9) D~ls-:,lct; 10) DNS-Phc; 11) di-DNS-Lys; 12) 
DNS-His;13)conLatninante no identificado;lL+)D:·.JS-~.ietsulfona. Las condiciones croma
tog-ráficas fueron similares a las de la Fig. N2 13. 
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Figura N2 16.- DansilacióP. A) Bl.anco de reactivos: 1) DNS-OH; 
2) DNS-NH:i.; Bl Péptido S de 1.a ribonucl.easa: 1) DNS-OH; 2) DNS-NH2.; 
3) DNS-pépticlo. C) Fracción P-19 B-1: 1) DNS-OH. D) Fracción P-19 B-5: 
1) DNS-OH. Cromatografía en placas de pol.iarnida (3 x 3 cm); l~ dimen
sión= ác. fórmico:agua (1.5: 100,v/v); 2" dimensión= benceno:ác. acético 
(4.5:1,v/v). 
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silable en estas condiciones. r.n cambio en· la placa correspondiente al péptido 
S de la> ribonucleasa se observó· la mancha amarilla del DNS-péptido, en el o
rigen, lo que. indicó que la dansilación si había funcionado. 

Posteriormente se hidrolizó el contenido de los tubos en la forma ya indi
cada. En la figura N" 17 se observa el resultado obtenido. Nuevamente en el 
blanco, en B-1 y en B-5 no se observaron manchas adicionales, mientras que 
la placa correspondiente al control positivo mostró di-D!-15-Lys y .s-DNS-Lys, 
tal como se esperaba, lo que indicó que la hidrólisis sí se había llevado a 
cabo. 

Se realizó la segunda dansilación del material .• como ya .se ha descrito 
y se obtuvieron los resultados que se ·aprecian en .. -.la figura N" 18. El blanco 
mostró los subproductos normales, más una mancha· .. ·tenüe:'de .. DNS-Gly, cuya a
parición ya se explicó. 

La placa correspondiente a B-1 mostró DNS~OH,_. ·DNS-NH2, DNS-Gly y una 
pequeña mancha verde, a la altura de DNS-GABA;·en la:'primera dimensión, pero 
un poco más a la derecha en la segunda dimensión~· ·:.Nó' :se. correlacionó a esa 
mancha con ningún DNS-aa identificado en esa zona. Támbién se observó una 
mancha difusa, gris amarill-enta arriba de DNS-Otr; <"que: nó fue identificada con 
1os patrone's que se tenían. En resumen no. se observó:·ningún mapa de amino-

. ácidos que pudiera revelar la composición del· pico'. B.,,-1'~(.: 

. En cuanto al pico· B-5,. lo. único diferente :que .~~'. b~servó fue una mancha 
muy tenue arriba y a .la derecha de DNS-NHz., que·'.tampoco comigró con ningu
no de los DNS-aa identificados anteriorment.e. ·En""· es.te·:, caso tampoco se obtuvo 
ningún resultado de composición de aminoácidos.·'. ~:·: 

La placa del pép~i(io:s\d~ la ribonU:c1e"é1.si..":. ~t:t ;c~mbi::,, mostró el patrón 
de DNS-aa que lo carac'ieriza:; .. '.en forma·cla.ra. y-:;concluyente. Estos datos indi
caron que el procedimiento/se había' realizad.o' ~J?timamente. 

_'r.:. 



- 57 -

03 

A O· º' q 
B 

1l 1l 04 

2> 2 

e º' D 

2 .. 2 ') 

Figura N• 17.- Dansilación e hidrólisis. A) Blanco de reactivos: 
1) DNS-OH. B) Péptido S de la ribonucleasa: 1) DNS-OH; 2) DNS-NH2 ; 
3) é-DNS-Lys; 4) df-DNS-Lys. C) Fracción P-19 13-1: 1) DNS-OH. !J) Frac-
ción P-19 B-5: 1) u:..is-OH. La hidrólisis de los productos dansilados se 
llevó a cabo .en HCl 6 N, durante 24 hrs., a 110º, en tubos sellados a la 
flama. Las condiciones cromatográficas fueron las mismas que se mencionaroÍ'l 
en la Fig. N• 16. 
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Figura N" 18.- Hidrólisis y dansilación. A) Blanco de reactivos: 
1) DNS-OH; 2) DNS-NH'2; 3) DNS-Gly. B) Péptido S ele la ribonucleasa: 
1) DNS-OH; 2) DNS-NH2 ; 3) DNS-Gly; 4) DNS-Arg; 5) DNS-Ser; 6) DNS-Thr; 
7) DNS-Asp; 8) DNS-Glu; 9) UNS-Met: lU) DNS-Phe; 11) di-DNS-Lys; 12) 
DNS-His: 13) Dl-JS-~!etsulfona. C) Fracción P-19 B-1: 1) DNS-011; 2) DNS
NH2; 3) DNS-Gly; 4) D~S-B-la; 5) DNS-B-lb. D) Fracción P-19 B-5: 1) 
DNS-OH; 2) DNS-NH~; 3) DNS-Gly; A) DNS-B-5a; 5) D~S-B-Sb. Las condicio
nes croma'tográficas fueron las rnismas que se mencionaron en la Fig. N2 
16. 
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LOTE P-20.-_ S':' _partió de 739 g de material liofilizado. Tomando en cuen
ta que lüO t.o. 11of1l1zados pes.:in en promedio 3.SL.6 g, se calculó que se em
pe~abC con alrededor de 20,900 t.o. El material se trituró en la forma va des
crita ver MATERIAL Y METODOS, pág. 27) y los polvos, que ocuparon u-n vo
lumen de 1.5 ~· se empezaron a extraer con met:anol absoluto. En total, duran
te las extraccl.ones se utilizaron 7 l de metanol~ 

Se prosiguieron las extracciones con ét:er de petróleo, metanol, la diáli-. 
sis y la ext:racción con cloroformo, en la forma que ya se explicó previamente. 
Se tomaron alícuot:as para bioensayo de las difer'entes fracciones obtenidas en 
esta serie de extracciones con. solventes .orgánicos. 

Los bioensayos se hicieron sobre la preparación de tensorreccptor.,'abdo
minal (ver MATERIAL Y METODOS, pág. 25). Cuando alguna fracción· mostraba 
efecto neurodepresor, se repetía el bioensayo con otra alícuota de la misma 
fracción, pero en presencia de picrotoxina (PTX) io-« M. La picrotoxina es un 
a'lcaloide que interacciona reversiblemente con el receptor a GABA, y se com
porta como un antagonista .de dicho aminoácido. Esta medida se adoptó porque 
e1 tensorreceptor abdominal, entre otras cosas, es sensible a GABA (ver INTRO
DUCC10N), y de •!Sta for1r1a se intentó discriminar la actividad de éste, con res
pecto a la actividad de HND.: 

La mayor parte de la actividad neurodeprcsora se encontró en la frac
ción acuosa de la extracción con cloroformo, y dicha actividad se mantuvo a 
pesar de la pres2ncia de la PTX l0-'4 M. · A dicha fracción se le denominó 
P-20, l-l; De acuerdo a los datos del bioensayo se recuperó prácticamente toda 
la actividad original del extracto. 

La fracción P-20, l-l se liofilizó a sequedad y luego se resuspendió en 25 
ml de agua, dando una solución café •. 

Se sometieron alícuotas de .. la ·.fraéción:: P-20, 1-1 a digestiones enzimáticas 
con pronasa B y proteinasa. K'_(verfMATER1AL Y METODOS, pág. 30) con el ob
jeto de verificar si la actividadi'.,neuródep;esora de esta fracción se perdía por 
acción de las proteasas. . ... e·--~"·:;;,~·',,~:~~.<••,;. .. ·.~,·.:~·-:.~ · 

Los resultados mostra~o~--~;:i~~i'~~rf'~Ji¡,,;{~ád neurodepresora de la fracción 
P-20, 1-1 se manifestaba igu·:i-1:;,enc•::.a:_l.J,-Se~ci.a::y_,,·ei::i.· presenc4a de las enzimas, y 
que dicho efecto no se abolJ.a•{;por :_acci_on•.(de ;·la>:P_TX 10- M. 

·. - .• ·_ ·.e-.. _._._··:.-, ·_; :~--·- -_·-;:-,'· .'-' - -~·•:·-:-· -:-~--~·-"·---~ ·"· ••. ;'· .. , : : • 

Se decidió .proseguir la 'púrifiC::aéión; ·J~ _(e-~~~: extracto por medio de cro
matografía· por filt:ración · molecular., en , Sephadex>:G.:..15 ,_,,bajo las condiciones que 
se indican en la figura N". 19~ Al final· de·:,·1á:•:~cromátografía se tomaron a lícuo
tas de 20 ul de cada cuarto tubO p'ara. localizar_::1a -·'actividad biológica por 
bioensayo. Dicha actividad eluyó entre 240-372:·m1~·: Se_•·.reunieron las fracciones 
activas y se liofilizaron. A este. extracto_·: se• _le/llamó ,:P-;20, 1-1,S'\.a, y se resus-
pendió en 16 ml de agua. _ • :··.- · _.:;' _ 

En esta etapa se hizo una el~ctro(;;r~sis·, semianalítica en papel, a pll 
1.8 (ver MATERIAL Y METODOS, ·pág •. 29)~ de_.500 ul del extracto P-20, l-l ,S¡a 
y se sometió a 1000 volts durante 1 ·hr~.- Después de secar la hoja se recortó en 
la forma ya ·indicada y se extrajo con 'agua ·cada una de las bandas separa
das (ver MATERIAL Y METODOS, pág. 29). Los filtrados se liofilizaron a seque-
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Figura N• 19.- Crqmatografía en Sephadex G-15 de la .fracción P-20.1-1, c<¡uiva
lente a 5000 Lo. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 12 ml/hr; volumen de cada fracción: 6 
ml. La clución se hizo con agua. NO: zona que presentó act.ividad ncurodcprcsorü sobre 
el bioensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. 
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dad y luego_ se resuspendieron con 1 ml ·de agua. S~ tornaron alícuotas corres
pondientes a 10 t.o. para realizar el° biocnsayo. El resultado indicó que la 
actividad neurodepresora se encontraba. en -1, es decir que se había quedado 
en el origen •. Dicha actividad se mantuvo en presencia .de PTX 10-4 ~!. 

Se decidió entonces hacer ·un ·fra·ccio,..;amiento grueso por quimioadsorción 
en Sep-Pak (ver MATERIAL Y METODOS, pág. 30). Se diluyó el extracto P-20, 
1-1,Sta con agua hasta un volumen de· 27 ml y se dividió al material en cin
co partes. Se activaron cinco cartuchos de Sep-Pak en la forma in-dicada ante
riormente. En esta ocasión únicamente· se lavó con agua y cuando terminó de 
eluir el material no retenido se inició el lavado con met:anol absoluto. Ambos 
lavados se recogieron por separado y se liofilizaron a sequedad. La mayor 
cantidad del material inicial se ·present:ó en la fracción no retenida, . lavada 
con agua en el Sep~Pak. A esta fracción se le llamó P-20, l-l ,S1a. ,SPn y a la 
que eluyó con metanol P-20, l-1,51.0. ,SPm. 

La actividad neurodepresora se. encontró en la fracci_ón. P,-20, l_-1,_SJ.a. ,SPn. 
Puesto que la cantidad de material en· dicha fracción todavía era:•m'uy abun
dante, se .. decidió someterla a otra crom'atógrafía en 'Sephadex::_G:;-:15~'fipero-, varian-

~~s~~~:ec:~::::::~:g::::::::~::~~ci:~:~t:t:c·i~Q~~·is1m~r~1~1~Y~~~~i~l~Tu~t11iv~~ 
dad. biológica, y se observó_. que.·- ésta ·. ellJ.yó: c.ntre-:260="324i/m1'~·!ú';T.:'á•'''ªctividad se . 
marituvo: en·- presencia de PTX· 10-:-.'+ · M •. Se'-·lioíilizó)"eü!"exl:'ra'ct' '""- '1é:. denominó 

P-

2

0, 

1:~ ·::~is::h .~na alícuota- cor~es;o~di~2t~;~';].J~~f~~0J:•:.'éle1\e~~~~-~to - obtenido 
en .. el. paso ·anterior, a· través .. de·• una membra'na·:·sp'-ectrai>ór:·con rango de corte 
de -1000,de PM (ver· MATERIAL y- METODOS;>pág:/28_) ••. •se-:-toinaron alícuotas co
rrespondientes a 15 t.o. tanto del dializado _com'o del contenido interior de la 
bolsa,· y· ·se probaron en el bioensayo. ·Los resultados mostraron que toda la 
actividad neurodepresora se encontraba en el dializado. Dicha actividad se man
tuvo en presencia de PTX 10- 4 }.l. También se observó que la mayor parte del 
material se había salido de la bolsa, y que por lo tanto la actividad neuro
depresora todavía se encontraba muy contaminada después de este paso. 

También se ultrafiltró a una alícuota de P-20,l-l,S:za ,SPn (1000 t.o.) a 
través de una membrana UM-05, de Amicon (ver MATERIAL Y METODOS, pág. 28). 
la cual presenta un rango de corte de 500 de P?-1. Se liofilizaron las dos frac
ciones obtenidas, y después de re suspenderlas en agua se probaron en el bio
ensaya. ·La actividad neurodepresora se encontró en la fracción <(.500 de PM, y 
se mantuvo a pesar de la PTX 10-4 M. No se detectó actividad en la fracción 
)>500 de ?M. Nuevamente, la mayor parte de la masa se encontró en la frac
ción con un peso molecular menor de 500. 

Se decidió proseguir la purificación del extracto P-20, l-l ,S:z.a ,SPn por 
electroforesis en papel, a pl-1 1.8, utilizando el .sistema de mayor capacidad 
con que contábamos, con hojas de 46 x 70 cm (ver MATERIAL Y METODOS, pág. 
29). Se corrieron alícuotas de 500 ul bajo las condiciones indicadas anterior
mente. con la intención de no sobrecargar al papel. 
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Figura N" 20.- Cromatografía en Sephadex G-15 de la fracción P-20, l-l-S1a ,SPr., 
equivalente a 10,000 t.o. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 8 ml/hr; volumen de cada frac
ción: 4 ml. La elución se hizo con HCOOH 1 M. ND: zona que presentó ilCtividild ncurodc
presora sobre el biocnsayo del tensorrcceptor abdominal del acocil. 



- 63 

Después de las electroforesis, se secaron las hojas y se recortaron las 
siguientes bandas: de +0.5 a -O. 7 como origen; de +0.5 a +l; y de -O. 7 a -1.2. 
Después de eluir del papel, liofilizar, resuspender y probar en el bioensavo, · 
se observó que la actividad se encontraba en el origen, por lo que se deÓomi
nó a esta fracción P:-20,1-1,Su,SP,,.,,l.So. 

Se sometieron. alícuotas (10 t.o.) de los extractos P-20, 1-1,Sia·•Sp..._ y 
P-20,1-1,5¡3 ,sP..., ,l.So a hidrólisis· enzimática con pronasa B, protei'nasa ·K. y 
tripsina TPCK para ver si, después de haber eliminado una buena: :parte· del 
material contaminante con respecto al extracto crudo, ahora sí se'.· podía obser
var algún efecto de las proteasas sobre la actividad neurodepEe,¡;ora. 

·Los resultados indicaron que la actividad neurodepres.or.a:·<de')ambos ex
tractos no desaparecía por acción de las enzimas proteolíticas~ Los controles 
realizados para verificar la actividad de las enzimas mostra.ron que éstas se 
encentraban activas, y que los extractos ensayados, per ~· no inhibían la 
actividad enzimática. 

Por razonea que se mencionan más·.·ad.elante._(ver DlSCUSlON, pág.\.\~) se 
decidió comparar la. activida.d deT.::e.xtra·cto:,'P-'20'; 1-1, S;¡_a , SPh , 1. 8 0 en el bioen
sayo de cadena ganglionar ahdomina_l'':.C:v:e·r:;MATERlAL Y METODOS, pág. 26), así 
como en el tensorreceptor.:a,bdotri.in:'tl,·::j,quc;;~]:-a\~l: que se venía usando durante 

todo e:e p::::::ó d: u:u~:fi;ff l~fa@;~~tz~~·i~~:?~~S.,SPh, 1. 8
0 

ejercía un efecto neuro-
depresor sobre ambos· bioé'i:lsayos\;::y:C(qüélfsu(;actividad era resistente a la diges
tión con enzimas proteolí~icá,:s:~;~~~.:~jf~(~'A{ .'.: :::'· 

Se decidió someter ~l~~xtia~'iC¡{p~2o~i:::.:1,S'.2..a•SP;..,l.80 a una electroforesis 
preparativa en papel a: pH'>.10.0.',"·;:.'para'.::tratar de eliminar a otros contaminan
tes. Después de recortar.•las·'handas.·a.·:.lo'··ancho del papel y de eluírlas, se 
tomaron alícuotas para bioe.nsayo con la· final.idad de localizar a la actividad 
neurodepresora. · · 

Se encontró áctividad biológica en las bandas -2, +5 y +7, por lo que se 
denominaron a estas fracciones como P-20, 1-1, S:i.a , SPh , 1. So , 10_2 P-20, 1-1, S.2.a, 
SP\'\ , l. 8 0 , 10.,.5 ; y P-20, 1-1, S 2 a , SP\.\ , l. 8 0 , 10 ... , • La actividad de estas fraccio
nes se mantuvo en presencia de PTX 10-4 M. 

Se consideró que las fracciones P-20,1-1,S:i.a ,SP..,,1.80 ,10+.:. y P-20-1-1,52.a• 
SP1-i ,1.80 ,10 .. 7 ·podrían contener la misma actividad pues en la primera fue en 
donde se encontró más concentrada y en la última parecía haber muy poca ac
tividad neurodepresora, además de que ambas eran bandas contiguas en el e
lectroforetograma. Se siguió trabajando sólo con la banda que poseía mayor 
actividad. 

Se decidió analizar a 1.as dos fracciones que se habían separado con la 
electroforesis de pH 10.0 por CLAP, utilizando para ello el programa 5 (ver 
ANEXO 1, pá.g.L~:> ). En esta ocasión se recogieron fracciones por bloques, de 
cuatro minutos cada una. 
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En la figura ti• 21 se muestra una· gráfica representativa de las corri
das en las que se analizó a la fracción P-20,1-1,Sia•SPh,l.So.lO+s. Se con
centraron las fracciones a sequedad y. después de resuspender en agua se to
maron alícuotas para bioensayo. Se encontró que toda la actividad del extrac
to se hallaba en la primera fracción de la cromatografía. Se denominó a esta 
.fracción como P-20, 1-1, S:i.o. , SF\, , 1. 8 0 , 10 +-s , CLAP1 • Con PTX lo-l.f M el efecto fue 
semejante~'.. 

,En cuanto al extracto P-'-20,1-l,52a ,SP.,.:.,l.So,10-2. se observó; ·tal como lo 
muestra, la·· .figura N• 22,. que la actividad también caía en la primera .fracción 
·del C:roin'atograma• ·:.por, .lo. que .. se._cle<llainó P-20, 1...:.1,S2a ,SPh, l. 8 0 , 10 _'2 ,CLAP 1 • 
Otrá. vez,.\la·,activida·d ·se· mantuvo eri;{presencia de PTX 10-4 M. 

- ·.:: _: - ""« ' ~: :,.·: .;.:., _ ... -~> ·- ' .- • , - • - - - • - - • 

· Debe ine;;ci'oriarsc qü.;'· 1ac;áctividnd a que se hace re.ferencia en· los dos 
párra.fos anteriores•.'.fue encontrada sobre el tensorreceptor y sobre la cadena 
gangliona17. :. .·· 

Cuando~:;;.;;:·.:.so~etió al extracto P-20,l-l,Sia ,SPi,.,,1.80 ,10-2. a una CLAP a
nalítica,. bajo lá.s condiciones del programa 6 (ver ANEXO 1, pág. il\!\.), o;e ob
tuvo un per.fil como el que se muestra en la figura N• 23. Como se puede apre
ciar bajo las condiciones de esta corrida únicamente apareció material con ab
sorbencia ~- 206 nm en la parte isocrática del programa, es decir al principio 
de la corrida. 
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Figura N" 21.- CLAP analí•icu de la fracción P-20,l-1,S.2o ,sP .... ,l.8 0 ,10 ... ,. 
(50 t.o.). Progrutna 5 (ver ANEXO 1, pág. 143). Solvente A: T1·:Af' 10 rn~.', pil 3.5. 
Columna: UltrnspiH?re-üDS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se recogió por- bloques en ln 
forma que se indica. ND: fracción que presentó actividad neurodepresor-a sobre 
el bioensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. La flecha indica el mon1ento 
de inyección de la muestr-a. 
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Figura ¡,¡2 22.- CLAP analíLica de la fracción P-20,1-1,S-.i.a.•SPh,l.8 0 ,10_~ 

(50 t.o.). Programa 5 (ver ANEXO 1, pág. 143). Solvente/\.: TSAF 10 rn•,:. p!i 3.5. 
Columna: Ultrasphere-ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se recogió por bloques en la for
ma que se indica. ND: fracción que presentó actividad neuro<lepresora sobre el 
bioensayo. La flecha indica el momento de inyección de la muestra. 



.!§ 
to ¿0.1 

! 

67 -

------
" ,, --

. ,., 
" \ 

,," 1 
.... 1 

,, 1 
,/ 1 

" 1 ,," 1 
" 1 

,," 1 

---O-=~~~~~,~o~~-=-='--~-2~0~~~~~3_._0~~~~~4_.._o~~~~~s~o~~-' 

fiem po Cm iro 
Figura N2 23.- CLAP analítica de la frac"ción P-20,1-1,So.a ,SP..,.,1.80 ,10_~ 

(80 t.o.). Programa 6 (ver ANEXO 1, pág. 144). Solvente A: TFA 5 mi\: en agua, 
pH 3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto. Colu1nna:, Ultrasphere-ODS, 
? um (4.6 x 250 mm). La flecha indica el momento de la inyección. 
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LOTE P-21.- Se inició la extracción ·con 70 g de t.o. liofilizados, los 
que correspondieron a aproximadamente 2000 t.o. Se trituró el material y se 
extrajero_n los polvos con agua, tal como ya se ha descrito. En l.c-tal se utili
zaron 2. l de agua; los sobrenadant.es se concentraron hasta 110 ml. Este ex-. 
tracto se dializó cc-ntra un total de 2.5 1 de agua, obtenidos después de cuatro 
cambios. El dializado se concentró hasta 90 ml. Como se observó un precipita
do al concentrar, se decidió elirninarlo por centrifugación a 16,SOO x g, duran
te 30 minutos, a 4°. El volumen total obtenido para el extracto crudo fue de 
84 ml. 

Alícuotas de este extracto crudo ( 10 t.o.) se sometieron a digestión enzi
mática con pronasa B, en la misma forma que ya se ha mencionado previamen
te. Los controles mostraron que la enzima se encontraba. perfectamente _activa • 

. Cuando se hizo el bioensayo de. las muestras se observó que sobre el tensorre
cept_or todas presentaban actividad neurodepresora, es decir las tratadas con 
enzima y las no tratadas, y que la PTX 10"3 Mno bloqueaba dicho efecto. 

Se ensayaron alícuotas de las mismas muestras sobre la cadena ganglio
nar abdominal, sin embargo los resultados obtenidos fueron _bastante irregula
res pues no se pudo obtener ningún registro aceptable, debido a las grandes 
variaciones_ espontáneas que· se generaban· en esta preparación. Por lo tanto, 
no se tuvo confianza en los resultados de esta preparación. 

Se tomó el equivalente a 500 t.o. del extracto crudo. y se .sometió a una 
separación gruesa por Sep-Pak. En total se utilizaron cinco cartuchos. El ma
terial eluido con agua, que no se retuvo en el Sep-Pak, se liofilizó a seque
dad y luego se resuspendió en 40 ml de metanol absoluto con el objeto de de
salificar al extracto. Después de centrifugar, el sobrenadante se liofilizó a 
sequedad y luego se resuspendió en 3 ml de agua. Se llamó a este extracto 
P-21 , l. La mayor parte del material insoluble en esta ext_racción con metanol 
correspondió a sales. Por su parte, el material que eluyó. del Sep-Pak con el 
lavado de metanol absoluto se concentró a sequedad y luego se resuspendió en 
1 _ml de agua. Se denominó a esta fracción P-21, 11. · · · · · 

Nuevamente se repitieron los experimentos deo·. dÍ.g,;;,ti·i,:~' enzimática con pro
nasa B, ·pero con P-21,1 y P-21,11 como sustratos·~: Las'';inüéistras se probaron 

en los dos bioensayos. . . .· _ .·_._:._ ;'· :''. ;~'• :.:•, •:>:':'.~i"-J~~~;;J.tj*.;·~~f,fJ.i/ 
Cuando se probó al. extractó; PF-21,_L;_sobrc;'.iel•J,tensórreceptor en presencia 

~= :;;::i v~o-c:n~'\1.:ef~~;~i~~;~'.3~$$~~:~1~:~~.;'.~R~:~~t~~-~~Jf~_t/~•nio ''grado de ac ti vi dad 

Por su parte;., cuando.•:'se•:·:proboYal"extracto:.p:...21, l • sobre la cadena gan
glionar tambiéri ·•:se}e>b.seryó' _ún :efecto· neurodeprcscir. Sin embargo, . la alícuota 
de P-21,l que:_.-.,_sei••:irifU:,ljó:ééoT?-,:.la_enzima no mostró ningún efecto depresor. 

En cúanto'.al./~xtracto p:...:.21, 11, éste no mostró actividad bajo ninguna con
dición en ninguno 'dé · 1os dos bioensayos. 

Estos datos, .que se obtuvieron por duplicado, parecían indicar que en la 
fracción P-21_. I existían al menos dos sustanc_ias con diferente _susceptibilidad 
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a la digestión enzimú tica, pues una per<lió su actividad cuando se la incubó 
con pronasa B 1nicnt.ras que la otra no lo hizo . .\dcnuis. los resultados sugirie
ron que los biocnsayos eran específicos para cada una de las sust.ancias, de 
tal n1anera que con el tcnsorrcccptor se podía observar al lnatcrial resist.ent.e 
a la dig,estión enzir:iática, mientras que con la cadena ganglionar se visualiza
ba al material sensible a la pronasa B. 

Posteriormente, y con el objeto de caracterizar mejor el comportamiento 
de la fracción P-21,l én el Sep-Pak se hizo lo siguiente: después de activar 
al cartucho se pasó nuevamente a esta fracción (2 ml) por el Sep-Pak, luego 
se recogieron en un tubo los primeros 2 ml. que e luyeron y se. denominó ·a esta 
fracción como P-21, 11. Se: empezó a lavar el cartucho· con 10 ml. de agua, y el 
lavado, que se recogió en otro tubo, se llamó P-21, lz. ·Finalmente se .. lavó con 
rnetanol absoluto y la fracción, que: se recogió por separado, se denominó 
P-21, 13. 

Después de concentrar y eliminar al solvente:: se r.;;pÍ.tió la·. digestión en
zimática con pronasa B y nuevamente se analizar.on .·las muestras por bioensa
yo. Los resultados mostraron que toda la actividad'>biológica· se encontraba en 
la fracción P-21, 1;1., tanto en la cadena gangliciriar·.:i·coinci,,en--"el' tensorreccptor, 

aún .e:o:::s~:c::d::ap::n~O:i::~r se observó~ú2~s1~~tJCTi:LZtla misma claridad 
que· en el experimento anterior, que la _ac1;i:vic:l.·a~;::ne~rodépresora desaparecía 
en los tubos que se· habían.incubado.·con·,:·-pronása:<-ó;B~':f:Sob.re.:el tensorreceptor en 
cambio, todas las muestras presentai::on :"'f<,?(::t~/01ep,:r:~.sor.'/; · 

Los controles de. la 
lieron como se esperaba, 

digestión. - .~.~~·i~á'~"i~·~~·~:-~:~c;~'~ ·,'.::C~,~~í~a como sustrato, 
mostrando .Bue_:':.la/pr:onása_ B_ estaba activa. 

sa-

Debe mencionarse que estos :~~p,~rl~e'01:6s .fue;c:m .1.os últimos que se pudie
ron rc:alizar-·just~·,a:ntes .de,,c¡u.e:lós'ianimales.·mostrar'an· élaramente que se en
centraban enfermos ~··:¡¿.Cúando','.se; ·quisieron:· ·.repetir estos· últimos bioensa yos que 
se relatan, ya<n_o.•.fue·:~p·ó·s.iblé .. _o1:>teri'(i,J:'.·n~ngún resultado ·confiable pues las pre
paraciones biológic'as·:;'mostraban-.:un·a·•'grandísima· variabilidad y, un poco des
pués, ni, siquiera:;'se>podían·•obterier registros a partir de ellas. 

Esta , ~i.~{i:.;,:¡ff~'~.:J-~i-:6 ca'.~i ir'es m~ses, · durante'' los 
ner ningún re"sültad~ confiable.' - •,. 

cuales no se pudo obte-

-;.rr' 

Cuando~; finalmente, se recuperaron ·los, animales y ya se podían obtener 
registros aceptables. nuevamente . se· "repitieron los últimos experimentos que se 
describieron, y _en "'sa ocasión:'lo's res.ultados ·mostraron que tanto la cadena 
ganglionar como el tensorreccptor.·reconocían al mismo material neurodepresor, 
y que éste no perdía su actiyidad C:\J.ando se digería con pronasa B. 

En ninguno de los experimentos que se hicieron posteriormente se pudo 
volver a reproducir el resultado ·de• que existía un rr.aterial sensible a la. di
gestión enzimática, por lo que .los•·datos obtenidos con este lote deben tomarse 
con mucha precaución. 
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LOTE P-22.- Se inició la extracc:i6n con 70 g (2000 t.o.) de material liofi
lizado, en la forma que ya se ha mencionado. Los polvos obtenidos de la tri
turación se extrajeron con un total de 450 ml de agua. Dicho volumen se con
centró en el rotavapor hasta 55 ml. Este material se dializó contra agua, ha
ciendo cambios cada 2 hrs. Despúes de cuatro cambios, se colectaron 600 ml de 
dializado, los cuales se concentraron hasta 30 ml, lo que constituyó el extrac
to crudo. 

Se decidió ultrafiltrar al extracto crudo por una membrana UM-05 de Ami
con:, con un rango de corte de 500 de PM. La fracción mayor de 500 de PM, 

· P-22)500, se concentró durante la ultrafiltración hasta 6 ml, mi<!ntras que la 
fracción menor de 500 de PM, denominada P-22<'..500, que originalmente se reco
gió en 24 ml, se concentró en el rotavapor hasta 9 ml. 

Se_ probó la actividad de las dos fracciones sobre el tensorreceptor y se 
observó que ambas presentaban neurodepresión •. El mismo efecto se. observó cuan
do se realizó el bioensayo sobre la cadena ganglior}ar. 

Por otra parte 'se decidió medir la concentración. __ ex-iste;..te- de· sales en los 
diferentes extractos, ._c_on el· fin de poder evalU:ar:_el':grado_-,d~-- filtración que se 
había conseguido·.:Las determinaciones se hicieron sólp:·-.para:_ Na+y K"+, en for-
ma automática .(ver MATERIAL Y METODOS, .pág. 28)¡ . . . 

El, extr;¡~t-~ crudo presentó 24.9 meq de Na+ en los .'3o ml que ocupaba, y 
6. 75 meq·· de:·K-:>;c>F_"en·_ el mismo volumen •. Despué!i -de la ultrafiltración la fracción 
P-22)500: "tuvo;'.3~"45 meq de Na+ y 0.49 meq de. K+ en lós·· 6 m1 del extracto. Por 
su parte .la._ fracción P-22<500 presentó 21 meq Na-t y 4.908 meq K + en los 9 m1 
que ocupaba;_::·.-· 

En.''vis·i~·''d~ que aún existía cierta proporción de sales en la fracción 
mayor de, 500 de PM, se decidió someterla a otra u1trafi1tración para asegurar 
que la m'ayor parte del material de nuestro interés estuviera en un solo com
partimiento •.. La parte mayor de 500 de PM quedó con 0.6 meq de Na+ en 4 ml, 
mientras; que 1.a menor de 500 quedó con 2.295 meq Na+_ en 9 ml. 

En vista de 1.a gran cantidad de sal.es que presentaron las fracciones con 
peso molecular menor de quinientos se decidió desa1ificarlas, por el método ya 
descrito. lnicialmente se liofilizaron a sequedad_ y luego se extrajeron con 20 
ml de metanol abso1uto, con agitación durante 30 minutos. Luego se centrifugó 
a 700 x g para recoger los sobrenadantes. Dichos sobrenadantes se evaporaron 
a sequedad y luego se resuspendieron en agua. Los precipitados también se re
suspen~ieron en agua. 

Luego se midió nuevamente 1.a cantidad de sales remanente en cada una 
de las fracciones. El extracto menor de 500 de la primera ultrafiltración dió lo 
siguiente: fracción soluble en metanol, 5.1 meq Na+ y 0.783 meq K_,., en 3 ml; 
la fracción insoluble en metanol, 14.5 meq Na+ y 3.51 meq K"'", en 10 ml. En 
cuanto a la fracción menor de 500 de PM de la s_egunda ultrafiltración los re
sultados fueron: 1.56 meq Na+ y 0.355 meq K"'=en 1.5 ml, en la fracción soluble 
en metanol; y 0.21 meq Na+ y 0.075 meq K+en la fracción insoluble en metanol 
(3 ml). 
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Estos 
cedi1niento. 

datos mostraron que s.e. habían ·logrado retirar, mediante este pro
alrededor del 70% de las sales que contenían los extractos. 

Se reunieron y conc<frítraron- ·las fracciones menores de 500 de P:,1 v se 
resuspendieron en 3 ml de .a.gu<l·· ·lo cual C:onst:ituyó la fracción P-22.i::SOÓd. 

Se hizo una · dÍgesiÍ:ó~':''é'n~ili.áuca con pi:onasa B de la fracC:ión ·P.:C22<500d, 
que era en dondeose:·ericontró.:lá actividad biológica, y se probó en .el-:bioen
sayo tanto· 'sobre:::C:,aden:a:'',·á':".;':1,glionar ·como sobre tensorreceptor. 

_:_ ·:,.·.:. '.."''.::\ <' ".d.<''.~:s::.:--¡.: 'i· .. ··;.':_, .. ,, ":.: .. _. __ . 
Los·:resultados?mostrar<;>n que la actividad neurodepre.sorá .·se·. mantuvo; en 

~~~ ~~:se~!a~]~~~f ~f~~~:g:j¿z~::r~::~~ :::i:::i::ª:;t:-r;;2~::~-ºdp::r 
1

.::~:::~::~::is 
en papel·(ver/MATERIAL.;:Yi.METODC?_S,(,p§g~ .. 2.9) .'.::. 

serie -~~·;i~;~fi\j:1~:~~,;~~~~;~-~~~ff~;~~fc~i~~~!d'~~~1-~j~"rjJ:~:i~!~º!nº~le~\~ºsdeendi~':,t: 
Tabla~ambiéri s~\--h~~jifm~~{:_~I~~:r~:~Lesis analítica en papel del extracto P-22 
<SOOd para cómprobar?:si}:~¡;e·i~obtenía· el mismo patrón .de manchas que en la e
lectroforesis prepárá:tf.:'(_a·:·/:Las.<condiciones fueron las mismas, con la variante 
de que se usaron:· tiras·• simples de ·papel Whatman 3 11.lM (3 x 29 cm) y que se 
aplicaron 5 t.ó-~. :por,1.'tfra·~·· Cómo control, en una tira se colocaron 25 ug ·de 
GABA. . . ·.:-· ·.. ... . . 

En la figura ·N2· 24· se. observa el patrón de manchas obtenido cuando se 
observaron las tiras con :luz. UV, y con la tinción con ninhidrina. Los resul
tados most:raron que _bajo·. ·es.tas condiciones el GABA se movió 9 cm hacia el cá
todo. Como puede apreciarse en las tiras correspondientes al extracto, se sepa
raron varias bandas, tanto: fluorescentes al UV, como positivas a la ninhidri
na, migrando la mayor· parte de ellas hacia el cátodo y dos hacia el ánodo. 
Este resultado no concordÓ''COn el-·obtenido en las electroforesis preparativas, 
en donde sólo se observaron·bandas positivas en +1 y -1 (ver Tabla Nº 1). 
Estos datos indicaron que. las·-electroforesis preparativas no se llevaron a cabo 
en condiciones óptimas· y· que :por- lo tanto no existió una buena migración de 
las muestras. · · · .: 

En vista de que los resultados del bioensayo mostraron actividad neuro
depresora en una porción muy grande de la hoja de electroforesis preparativa 
(desde +1 hasta -5), se decidió volver a pasar por electroforesis preparativa 
en papel, a pH 1.8, a las diferentes bandas activas, cada una por separado, 
intentando ahora aplicar las muestras más diluidas para tratar de mejorar la 
resolución del sistema. Las condiciones fueron las mismas que ya se menciona
ron, solo que ahora se colocaron aproximadamente 65 t.o. en cada hoja. 

En la Tabla N• 2 se ·observan res.umidos los resultados obtenidos en esta 
serie de experimentos. 



Tabla N" 1.- Separación el.ectroforética a pH 1.8 del extracto 
P-22<500d, y localización de la actividad neurodepresora. 

E X T R A c T o FRACCIONES ELECTROFORETICAS 

P-22<.SOOd, ll.8 +5 +3 +1 -1 -3 -5 -7 '-9 -11 

Actividad ncurodepresora n n G) G) G)G) n n n 

Reacción con ninhidrina n n ffiffi n n n n n 

Observación con luz uv n n n n n ~ n 

Electroforesis preparativa en papel a pH 1.·8. Tiempo de s'aturación: 30 min; 
tiempo de corrida: 120 min; voltaje: 300 volts (9;6 v/cm); amortiguador de pH 1.8; 
soporte: hojas de papel Whatman 3 MM (29 x 31 cm). Se aplicaron 140 t.o. a cada 
hoja. Después de la electroforesis se secaron las hojas a 60ª y se recortaron ban
das de 2 cm c/u, las cuales se eluyeron con agúa -(ver MATERIAL Y METODOS, pág. 
29). El bioensayo se realizó sobre el tensorreceptor abdominal, n = no presentó 
actividad;@= mostró efecto neurodepresor. Se observaron los márgenes de las ho
jas bajo la luz UV, n = negativo; (p1 = mostró fluorescencia o absorción a la luz 
UV. ~ñeron los márgenes con ni't'ihidrina al 0.25% en acetona, n = no dió reac
ción~ reacción positiva a la tinción. 
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Figura i·l2 24.- Electroforesis analítica a pH 1.8. A y B: 5 t.o. de 
la fracción t:>-22<5U0d. A: observación bajo la luz UV; B: tinción con nin
hidrina. C yD: GABA (25 ug). C: observación bajo la luz UV; O: tinción 
con ninhidrina. Soporte: tiras simples de papel \'/hatman 3 !\it.l (3 x 29 cm); 
tiempo de corrida: 120 min; voltaje: 300 volts (9.6 v/cm); amortiguador= 
_ác. fórmico:ác. acético:agua (1:4:45,v/v/v), pH 1.8. 



Tabla N" 2.- Separaci6n electroforética a pH 1.8 de ·10.s diferentes 
fracciones obtenidas durante la l" electroforesis de pH 1.8, del 
extracto P-22<SOOd, y localización de la actividad neurodepresora. 

EXTRACTO 

P-22<500d, 11. 8-1 • 111. 8 
Act. neurodepresora 

P-22<500d, ll.8-3 • 111.8 
Act. neurodeprcsora 

P-22<500d,11.8-s ,111.s 
Act. ncurodcpresora 

P-22<500s, ll.8+1 , 111.8 
Act. neurodcprcsora 

+7 

n 

n 

n 

n 

+5 

n 

n 

n 

n 

FRACCIONES ELECTROFORETICAS 

+3 +1 -1 '.:'..3 .::.5 -7 -9 -11 

n 0 .. @·<~3<G· n n G 
n n 0 n n n G) n 

G n n n n n G n 

n 0 G) n n n n n 

Electroforesis preparativa en papel a pH 1.8. Tiempo de saturación: 30 min; 
tiempo de corrida: 120 min; voltaje: :300 volts (9.6 v/cm); amortiguador <le pll 1.8; 
soporte: hojas de papel Whatman 3 MM (29 x 31 cm). Se aplicaron 65 t.o. a cada 
hoja. El ~sayo se realizó sobre el tensorreceptor abdominal, n = no presentó 
actividad \.J mostró efecto neurodepresor. 

_, 
~ 
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Una vez aisladas, las fracciones que se mostraron en la .. Tabla N 2 2 se 
sometieron a digestión con pronasa B, y luego< se analizaron con los ·dos bio
ensayos. Ninguna de las fracciones·· próbadas perdió· su actividad-.. neurodepre
sora por efectos de la enzima. 

Se decidió hacer una electroforesis analítica en papel·, a .. PH 10.0, de las 
fracciones obtenidas en la segunda· electroforesis de pH 1. S, para· observar si 
este paso podría ser una buena altcrnn.tiva para continuar la· purificación. En 
las figuras N2 25 y N2'" 26 se pueden observar los patrones de· manchas obteni
dos para cada una de las fracciones ensayadas. Asimismo se incluyó también 
un control de GABA para conocer su comportamiento electroforético bajo las con
diciones empleadas • 

. En el caso del GABA .se observó .. que migró 1 "5:. c'm>·hacia el ánodo. Por su 
parte cada una de las fracciones provenientes de pH·: 1.8.', se ·resolvió en varias 
bandas discretas, lo ,que indicó que la electroforesis·.·a..:··pH 10.0 era una buena 
opción para proseguir la •purificación. - · .. ;,,.,' · 

Así pues, se inició . la ,pu~Í.ficadóri aL:.Q{J-e'W;~'i~~~~;i~ivo, 
las fracciones activas obtenid'as :; a::':·pH . 1< 8 ~-:'.·-Lo's':ú::'es·u1 ta dos de 
rridas se encuentran·.•resuinidos-~(en<la,{Tabla>N~(¡3;jl,'junfo ·con 
empleadas. En todos., lós ¡.casos· los.:ibioen'sayos. e~{realizaron 

PTX 
10

-'1 M. • , ,i'·~-~,~,·-~i,~:~filr·~~JK~~iW¡~-~~ .. . ... ~:r~:~lr ·· 
a pH 10.0, de 

esta serie ele co
las condiciones 

en presencia de 

De acuerdo con· los: resultad·o·s:·;obtenidos:<.;durante esta serie de expe;.·imen
tos (ver Tablas. N• 1; N"_::~'.:'Y[i;~~Jéi;~}c'i:l~:~~ej~h.i:Zé3f).~vidente que se habían separado 
cuatro fracciones, electroforét_ic.<:':.~~!'lt.el:';;é;l~,,;.tJ.t:i&':1ibles, que presentaban act ivi~ad 
neurodepresora sobre el· ·bioensayó:;;,;aelJi•t'ensorrec,eptor. Por lo tanto se decidio 
reunir a las fracciones. eciuiv'alerit~·5·\'ic'orí'.i'.'el':',•_o'ojeto de no tener fragmentado al 

material. Así, las fraccioge5:C'.:ºb't1ú'íiaa~J:~~~er}on: 

·~~p.'\:::,·~ La suma de estas fracciones 
P-22(500d, ll.8-1 • 111. - ,,lO_'i.:s se denominó P-22 la. • .:: - ~T";'c~fv,-,.",'t¡: ~~·~ ~· 

P-22<.500d. 11.s4·f:;f!1'í~·st'':·:io.:?.S 
"·'>."· 

· .. : ..... 

P-22<500d, 11~8'.. 1 •• ·.· ..... 1::10':'~ 

:=:::::~~~t!if tlll~~t~( 
P-22<5ooci._u:~s~t~111';s::zt ;'1oc.., 

Al conjunto de estas fracc~o
nes se le llamó P-22 lb. 
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Figura ,..¡2 25.- Electroforesis analítica a pH 10.0. A) P-22(50úd, ll .8_, 
111.S ... ,; B) P-22<50üdmll.6_1 ,lll.8-1; C) P-22<SOOd,ll.8_¡ ,lll.8_3; O) 
P-22<50üd, l l .0-1 , 111. 8_5 ; El P-22(500d, ll .ti-1 , 111. b_ 11 ; F) GABA. Soporte: 
tiras sirr.plcs de papel Whatman 3 :-.:~.! (3 x 29 cm); tiempo de corrida: lüü rnin; 
voltaje: 300 volts (9.6 v/crn); amortiguador= (NH4 )2 C~ 0.1 M,•pH 10.0. Las 
bandas so1nbrcadas representan la tinción con ninhidrina. Las bandas vacías 
representan la observación bajo la luz UV. 
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Figura N2 26.- Electroforesis analítica a pH 10.0. A}· P-22<.SOOd, ll.8+, 
111.8_,; B) P-22<500d,ll.6+, ,111.8+ 1 ; C} P-22<500d,ll.8_?> ,111.8_,; D} 

. P-22<500d, l r:-8_3 , 111. S_s ; E) P-22<SOOd, 11. 8-3 , 111. S-~; F) P-22<500tl, 11.8_
5 

, 
111.8-~. Las condiciones clectroforéticas fueron las mismas que se mencionaron 
en la Fig. N 2 25. Las bandas sombreadas representan la tinción con ninhic.lri
na. Las t..an~s vacías representan la observ:ación bajo la luz UV. 



Tabla N• 3.- Separación electroforética a _pH fo.o. de las diferentes 
fracciones obtenidas después de la 2" electroforesis a:· pH 1. 8, 
del extracto P-22<SOOd, y localización de la .. a.cthridad néur-ode-
prcsora. 

E X T R A C T O 

P-22<500d,ll.8_¡ ,111.8-.L ,10 

P-22(500d,ll.8_\ ,111.8-~ ,10 

P-22(500d,ll.8_1 ,111.8..,.1 ,10 

P-22(500d,_Ü.8_1 , 11,1}~-:-~ ,10 

P-22<sood, 1i-s_1 ;111°;s2U.10 

P-22 <sood. 11¿.~;~~¿:~11~~\t~~-f •~.io:. 
P-22(500d, ILS.:'.3;;'1 ~lls:~ ·;10 

P-22(500d, ri.'8Y~;~'.·iií~'8;~ ,10 
/~,:i 

P-22(500d,ll.8_5 :iú.a_.9 ,10 

P-22(500d,ll.S ... , ,111.8 .. , ,10 
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Electroforesis prepar-ativa en papel a pH 10.0. Tiempo de saturación: 30 min; 
tiempo de corrida:· 100 min; voltaje: 300 volts (9.6 v/cm); amortiguador- de pi! 10.0; 
soporte: hojas de papel Whatman 3 MM (29 x 31 cm). Se aplicaron 65 t.o. a cada 
hoja. El bioensayo se realizó sobre el tensorreceptor- abdominal, o = no se pr-obó; 
n = no presentó actividad 0= mostró efecto neurodepresor-. 
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P-22<500d,ll.8_1 ,lll.8_ 5·,:J,0-1.~} 

P-22<500d, l.1.8_ 1 .. , l 11_;8~.,, ,10-2.~'S 

P~22<soo.;:;:-ii:"8i;i:'i·11 }~._~¡l.!: l·¡;~-.s. 

:=::~:i~;~t~i;~u~il~~If e~. 
P-22<500d '··IF:s;;~·T·Tn'!.'S:::···:" 10· •· 

~ .. ~ ~ ,..- ::.;:r. :'.: .. ;.::~~\;~~~.~c{:~~~~~!t~~~ti~.~:r~kf\::m.:~~J:};·.~:.:; ~:,~ :: 
P-22<500d .,11: 8±:~'¡;; 111':8::'.~'.10..-?> 

EST~ 
SWI 

n.s•s .ac u 

Denominada P-22 l I 

A la suma de estas fracciones 
se le denominó P-22 111. 

:==~~~1~{f 1i~iT~r~~:::: 
Una ::vez .. reuriidasi;clas.·•fracciones, se decidió oasar alícuotas equivalentes 

a 50 t.o •. cada,·:una~·:;,.bajo:·:condiciones analíticas, por electroforesis tanto a pH 
1.8 comu a.:P.H.;'10.~0~:·.::con·:··e.l fin de corroborar que, una vez aisladas, la migra
ción de .cada<uria:··.'cor:esp°ondía a los datos obtenidos previamente. Así se obtu
vieron. los: resu!.télc:l.os•_.que se muestran en la Tabla N2 4. 

En esta .;tapa. se .descubrieron algunas irregularidades con el comporta
miento de la· picrotoxina que se había estado usando (ver DISCUSION, pág. 12.3 ) , 
pues se hizo evidente ·que en algunos casos se estaban obteniendo resultados 
falsos positivos en el bioensayo, ya que muestras que supuestamente debían 
ser. bloqueadas en su acción, como el GABA, seguían deprimiendo a pesar de 
la presencia del antagonista. 

Inicialmente se observó que la~ soluciones de picrotoxina "envejecían", y 
que ya a los cuatro días de haberse preparado presentaban menos de la mitad 
de efectividad para bloquear el efecto inhibitorio de la misma dosis de GABI\. 
Por lo tanto se decidió preparar soluciones frescas para cada bioensayo. 

También se observó que la picrotoxina, cuando se empezaba a usar in
mediatamente después de preparar la solución, mostraba menor actividad que 
si se la dejaba equilibrar durante ·.30 a ·60 minutos. Por lo tanto se optó por 
preparar las soluciones de picrotoxina antes de empezar a disecar al tensorre
.ceptor. 

Por otra parte, se decidió realizar. una curva de sensibilidad del tenso
rreceptor al GABA, utilizando:. diferentes concentraciones de éste. Las concentra
ciones que se probaron fueron desde 1 x 10-'i' M hasta 1 x 10-?> M. Se observó 
que existían algunas diferencias en cuanto a la· sensibilidad de diferentes ten
sorreccptores, debidas probablemente a: la ·variabilidad biológ.ica intrínseca de 



- 80 -

Tabla N• 4.- Análisis elec-troforético de 
las fracciones que presentaron actividad· neu
rodepresora sobre el .tensorreceptor· abdominal. 

FRACClON pH 1.8 plI 10.0 

P-22 la -3,-4 . -1 

P-22 lb -1,-2 +7 

P-22 l·l -3,-4 -2 

P-22 111 -10 +l,+2 

Las condiciones electroforéticas fueron las mismas 
que ya se mencionaron anteriormente (ver Tablas N• 1, 
N2 2 y N• 3) "Con la única diferencia que el soporte u
tilizado fueron tir.as simples de papel \-!hatman 3 :-.IM 
(3 x 31 cm). Después de las electroforesis se recortaron 
bandas de 1 cm y se eluyeron con agua. Un signo "me
nos" (-) representa migración hacia el cátodo, mietras 
que un signo "más" (+) representa migración hacia el 
ánodo. Los números indican los centímetros de migración 
a partir del origen. Las fracciones se identificaron por 
bioensayo, sobre el tensorreccptor abdominal, en presen
cia de PTX io-'+ M. 
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cada unidad, pero sin embargo se pudo apreciar que a partir de coricentracio
nes 1 x 10- 5 ;,¡ de GA13A ya se obtenían respuestas notorias de neuroinhibición. 
Se debe hacer notar que las soluciones a las que se hace referencia tenían di
chas concentraciones afuera de la poza de ensayo, pero al aplicarse sobre la 
preparación se diluían con la solución que bañaba a la neurona, por lo que 
las concentraciones activas eran 3 a 5 veces menores de lo que se mencionan. 

Posteriormente se hicieron una serie de experimentos para probar qué do
sis de picrotoxina podría bloquear los efectos de GABA. Pat·a ello se decidió 
ver primero si las soluciones de PTX a concentraciones de 1 x io-<> M y 1 x 10º3 

M no desensibilizaban la respuesta del tensorreceptor después de aplicarlas 
varias veces en forma consecutiva. Se observó que la picrotoxina generaba una 
ligera excitación cuando se aplicaba a una concentración de 1 x io-4 M y que 
dicha excitación era un poco mayor cuando se aplicaba a una concentración de 
1 x io--. M. Si después de lavar a la PTX de la preparación se probaban dosis 
de GABA de 1 x io-" M y 1 x io-3 1'!, se obtenían depresiones de la misma mag
nitud que cuando se aplicaban antes de poner a la PTX en contacto con el 
tensorreceptor. Por lo tanto se concluyó que la PTX no hacía menos sensible a 
la preparación biológica (cuando menos en forma inmediata) en cuanto a su 
respuesta frente al GABA. 
También se demostró que la picrotoxina fresca a una .concentración de 1 x 10-> 
M podía bloquear perfectamente el .. efecto· del·· GABAc:l x 10--. l\1. 

En la Tabla N• 5 se r•esU.~eA';~.~~;/E~~~~lla.~.i~~J~.:o·r·respondientes a esté• serie 
de experimentos. ··. :•; •?:>¡;:·· ••.).. . . . . •. . ... 

3·~ i~i,2 ::-~::~~!~º1\!\~~~~f i!í~i\ll~~~~~i~i~~l~~;'J~~b:~:~¡:¡,!r~;c~~X 
Como se ,puede·:·oo.serv.ar(ide';;•los'•resultados.(de. la Tabla N9 6, las fraccio

nes P-22 lb y'•·P:-22Xll/'j'f\íer:on<bloquea·das"cen·;s~- efecto por la PTX 3 x 10-;i l\l, 
mientras que .,éo·n::las'~.fracc.iorié's'.P-22: la• 'y'·p.:.22•;-111 no sucedió lo mismo, a las 
dosis probadéis~·· · ·· \ ; .,. -. . 

Se .decidió. diluir"···ª· la mitad lá.. concentración dé estas fracciones y se vol
vieron ª· probar'· ·en él·- b.ioensayo. Los resultados mostraron que el extracto P-22 
la mantuvo' su: efecto neurodepresor aún 'en' presencia de PTX 3 X io- .. M. mien
tras que la·. fracción ·P-22 .111 ·fue bloqueada en:· forma ·efectiva por la PTX. De 
acuerdo a estos .resultados sólo la actividad de P-22 la permanecía en presen
cia de PTX, mientras que las otras son bloqueadas. 

Por lo tanto, se dec_idió seguir trabajando con P-22 la ya que su efecto 
parecía diferenciarse de las otras fracciones. 

Se hizo una dansilación, por el ínétodo ya descrito, de 5 ul del extracto 
P-22 la {equivalente a :5 t.o.) para ver si había material dansilable y obser
var al mismo tiempo el. nivel·de contaminación que podría tener dicha muestra, 
después de los pasos de purificación a los que se había sometido. 



Tabla N" 5.- Comparación de la actividad de las 
soluciones· "envejecidas" y "frescas" de picrotoxina, ·en 
función de su capacidad para bloquear el efecto depre
sor de GABA. 

P l C R O T O X l N A 
(na nomoles) 

G A 13 A 

SOLUCION "ENVEJECIDA" 
(cuatro e.lías) 

600 

SOLUCION "FRESCA" 
100 

200 

600 

62.5 

sí 

sí 

sí 

sí 

100 125 

NO 

sí sí 

sí sí 

sí sí 

(nanomoles) 
200 250. 300 

NO NO NO 

sí 

sí sí sí 

sí sí sí 

400 

NO 

NO 

NO 

Los bioensayos se realizaron sobre el tensorreceptor abdominal del acocil. 
- = no se probó; sí = fue capaz de bloquear el efecto de GABA; NO = no fue 
capaz de bloquear el efecto de GABA. 

600 

tJO 

NO 

NO 

NO 



- 83 -

Tabla N2 6:- Efecto neurodeoresor de las 
fracciones obtenidas a partir del Lote P-22 
de Penaeus vannamei, sobre el tensorreceptor. 

FRACClON 

P-22 la 

P-22 lb 

P-22 11 

P-22 111 

sin PTX 

+ 

+ 

+ 

+ 

con PTX 
3 X 10-"3. M 

+ 

+ 

Se aplicaron 25 ul (25 t.o.) de cada fracció.n. 
El signo (+) representa efecto neurodepresor, 
mientras que el signo (-) indica que la acti
vidad neurodepresora fue bloqueada por acción 
de la picrotoxina. 
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En la figura N" 27-1 se muestra un esquema de los resultados obtenidos 
en dicho ·experimento. Como se puede observar aparecieron cuatro manchas, tres 
de ellas fl~~re~centc':', y.~ª otra no fluorescen-tc, además de los subproductos 
nori:iales D .. --OH_ Y D.,s-:-.:112. La mancha A presentó una fluorescencia verde a
m~.r1llenta r.1u::.: _intensa al principio, pero con el tiempo (algunas horas) cam
bio su colorac1on Y'. se observó como una mancha azul en la periferia con un 
centro blanco-amar';llent:o .. La mancha B, por su parte, además de ser la más 
abundante, presento uua intensa absorción al UV, no se dansila y se observó 
de u~ col~r negruzco; esta mancha mostró las mismas caract.crísticas que la 

l_l,ornarina. En c:u?nt~ a la mancha C, ésta presentó la coloración normal de 
un DNS-aa Y se ubico hgeramenl:e por abajo de la posición habitual. de la di
DNS-Lys. La mancha D se observó muy tenuemen"te de color verduzco, y ·no se 
pudo identificar con ningún DNS-aa. ' 

Estos mismos resultados se volvieron a obtener cuando se hicierori _dife
rentes. aplicacion-~s sobre las placas de poliamida, lo único q-:.•e varió._fúe la 
intensidad de cada una de las manchas, dependiente de la cantidad :!3-P_licadá. 

Posteriormente se hidrolizó el remanente de la muestra, con· HCl, en la 
forma que ya se ha explicado. Luego de correr las minicromatografías ·se ob
servó el resultado que se muestra en la figura N• 27-2. Como se puede apre
ciar, además de los subproductos normales se observó la mancha intensa ne
gruzca correspondiente a la mancha B del párrafo anterior (probablemente 
Homarina), y también las manchas C y D. Sin embargo, desapareció la mancha 
A, mostrando por ello labilidad a la hidrólisis ácida. 

Luego, cuando se -redansiló el material hidrolizado se obtuvo el panora-
ma que se muestra en la figura N• 27-3. Como se puede observar el panorama 
fue semejante al obtenido inicialmente, volviendo a aparecer la mancha A que 
había desaparecido en el paso anterior. Este dato indicó que el material A dan
silado es lábil a la hidrólisis ácida, pero no se descompone dicho material, 
puesto que al _redansi.lar nuevamente se obtiene la misma mancha en la misma 
posición, y con· las - m'ismas características (al paso del tiempo cambia su colo
ración, como :ya: se _dijo). Por supues"to, las manchas B, C y D se siguieron 
observando. · 

Se_l:rat¿:";;:IÉ?.-~cfentificar a la mancha A con alguno de los DNS-aa ya cono
cidos (ver·.:p-áá•''•;SO). ··Para ello se comparó el corrimiento croma"tográfico, bajo 
las mismas·' condiciones, de DNS-GABA; DNS-Val, DNS-¡S-Ala, DNS-"'-NH2.-butírico 
y· DNS-Pro,'"' los :_·cuáles son_ productos que migran a una posición semejante a la 
<le la manchá--A> _También se mezclaron alícuotas de la muestra P-22 la dansi
lada cori alícuoiás,_·de· cada uno de los DNS-aa mencionados, para ver si juntos 
comigrában ·a la·· m'i.sina posición. En la figura N• 213 se pueden observar los 
resultados .. de es'tos ___ experimentos. 

Como se. puede•,_ apreciar, de todos los probados solamente DNS-Pro coeluyó 
con la mancha _A,c-:·-y no -fue posible observar ninguna separación ni aún cuando 
la cantidad aplicada fue muy pequeña. 
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Figura N~ 27.- Análisis de la fracción P-22 la. 1) Dansilación de 
la fracción P-22 la; las manchas llevan el nombre con el que se les men
ciona en el texto; :.:;) DNS-üii; F) LJNS-r<il2.· La rnancha B comiera a la po
sición oc non1arina .. y como ésta, no se d.::insila; la rnancha C presenta un 
corrimiento parecido a di-l)NS-Lys. 2) Dansilación e hidL-ólisis: nótese que 
·desapareció la tnancha A. 3) llidrólisis y <lansilación. Nueva.mente apareció 
la mancha A; G) o:~S-Gly. Placas de po!inmida (3x3 cm); l• dimensión= ác. 
fórmico: agua {1.5: 100, v/v); 2~ dimensión= benceno:ác. acético (4.5: l ,v/v). 
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Figura N<> 25.
productos c.:i.ansilados 
A) i-:czcla de DNS-la 
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Comparación de la migrac1on cromatográfica de los 
<le la fracción ¡>-22 la y diversos DNS-aminoácidos. 
v U:lS-GABA (*); H) 1'lezcla de DNS-la y DtJS-Val {*); 
)• DNS..._-:-:1lz.-butírico (*_). 
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Figura N2 28 (continuación).- Comparación de la migración cromato
gráfica de los productos dansilados de la fracción P-22 la y diversos 
DNS-aminoácidos. U) Mezcla de DNS-la y DNS-~Ala (»);E) ~lezcla de DNS
la y DNS-Pro (.,.). Como se puede observar solamente DNS-Pro coeluyó con 
la mancha A de la fracción P-22 la. Cromatografía en placas de poliamida 
(3 x 3 cm); l~ dimensión= ác. fórmico:agua (1.5:100,v/v); 2• dimensión= 
benceno:ác. ac~tico. (4.5:1,v/v). 
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En un experimento posterior se ·observó que la· DNS-Pro también mostraba 
labilidad a la hidrólisis ácida. y que desaparecía su coloración después <.le 
este tratamiento. al mismo tiempo que aparecía una mancha correspondiente a 
DNS-OH. como producto de la hidrólisis, la cual no se había visualizado antes 
de la hidrólisis. Estos resultados se muestran esqucmát:icamente en la figura 
N 2 29. 

También se decidió dansilar algunas cat:cco1aminas y sus me~abo1itos para 
descartar si alguna de ellas podría presentar algunas características semejan
tes a alguno de los componentes de la mezcla P-22 la. Por lo tanto se procedió 
a dansilar alícuotas de epinefrina, nor~pinefrina., normetafrina, ·metanefrina, 
imipramina, ácido vanillilmandélico, ácido 3,4-dihidroximandélico, ácido homo
vanilico, ácido 5-h.idroxiindol-3-acético y 3-hidroxitiramina. 

Como era de esperarse, cada· una de est:as sustancias mostró más de un 
DNS-producto, debido a las diferentes_ posiciones en que pueden reaccionar con 
el DNS-Cl (grupos -NH2. y -OH). De todas ellas solamente 1a DNS-metanefrina 
mostró una mancha con caract:erísticas similares a las de la mancha A de la 
mezcla P-22 1a. Cuando se corrieron junt:as alícuotas de DNS-metanefrina y de 
DNS-P-22 la, se observó que aunque efect:ivament:e comigraban bajo las mismas 
condiciones, se podía observar una especie de promontorio en la mancha A, lo 
que posiblemente indicaba que se trataba de dos materiales diferentes. Los re
sultado:; de estos experiment:os se esquematizan en la figura N" 30. 

Posteriormente se hizo 'un experimento, a nivel analítico; que consistió en· 
cromatografiar. una alícuota de 5 ul de P-22 la,. por _CLAP, bajo las condicio
nes del- programa 6 (ver ANEXO. 1, pág. 144), utilizando un gradiente de meta
nol en ácido trifluoroacético (TFA) 5 mM. Como se puede apreciar en la figura 
N• 31 el material se desdobló en ocho fracciones principales; cada una se co
lectó por separado y además t:ambién se recogieron las zonas en donde no apa
recieron picos. 

Después de evaporar. el solvente en el que estaba _cada fracción, se deci
dió dansilar cada una de ellas para tratar de identificar a las manchas obte
nidas durante 1a dansilación de P-22 la con las fracciones obtenidas en la cro
matografía de alta presión~ Se_ pudo establecer claramente que el pico 4 del 
cromatograma contenía a :las manchas A y C, mientra·s _que la mancha B estaba 
t:otalmente incluida en el_<pico 5. · 

En vista de que_ en. lU: CLAP se visualizó:·_un mayór número de componen
tes de la mez_cla.P-:-22··1a que·los que se habían:-.vistó--én.el experimento de su 
dansilación, se decidió' proseguir la purificaciol'\ i_~~l · e.xtracto por CLAP. 

:-.-:.' ~-

Se hicieron una serie de cromatogt.-afías ·a.::.nivel- semipreparativo con el 
fin de conseguir material suficiente de_ cada.:,fracéión para poder analizar por 
bioensayo en cual se localizaba la act:ivié:l.á.-d'::'.ncurodepresora del extracto P-22 la. - - ·-,, .- _,_ -

Cuando se probó el equivalente ~ -12.5·--t.:6. _·sobre el teosorrcccptor se ob
servó actividad neurodeprcsora en la fracción P-22 la,CLAP<\. Dicha actividad 
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Figura N" 29.- Comportamiento de la DNS-Pro ante la hidrólisis 
ácida. A) DNS-Pro. B) o;..is-Pro después de hidrólisis con HCl 6 N, du
rante 24 hrs., a 110º. ;.;ótese como disminuyó la mancha correspondien
te al Di~S-aa y en camb.t·o apareció o:.,¡s-uu, como producto de la hidró
lisis. Cromatografí-a en placas de poliamida (3 x 3 cm); 1ª dimensión= 
ác. fórmico:agua (l.S:ll.lO,v/v); 2~ dimensión= benceno:ác. acético (4.5: 
1,v/v). 
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Figura N2 30.- Dansilación. A) Productos de la dansilación de 
metanefrina. B) ;>.;czcla de l>:·lS-la y IH•!S-mctanefrina. Como se puede 
observar, la mancha A de la fracción t>-22 la (ver Fig. :-J2 27) comi
gra con uno de los D:-JS-productos de la metanefrina ( *). Cromatogra
fía en placas de poliamida (3 ·x 3 cm); 1• dimensión= ác. fórmico:agua 
(1.S:100,v1vl; 2• dimensión= benccno:ác. acético (4.5: 1,v/v). 
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Figura N2 31.- CLAP analítica de la fracción P-22 la (5 t.o.). Programa 6 

(ver ANEXO 1, Pág. 144). Solvente A: TFA 5 mM en agua, pH 3.0. Solvente B: TFJ\ 
5 mM en metanol absoluto. Columna: Ultrasphere-ODS, 5 um (4.6 x ?.SO mrn). La 
flecha indica el momento de inyección de la muestra. Se colectaron los picos por se
parado y su contenido se utilizó para análisis por dansilación. 
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fue totalmente· abolida cuando la misma caºntidad se inyectó en presencia de 
PTX 1 x 10-~ :,!. Fue necesario aplicar el equivalente a 25 t.o. del- pico P-22 
la,CLAP5 para observar un efecto neurodepresor apreciable, pero no se uudo 
ensayar en presencia de PTX, puesto que fue indispensable colocar toda la 
muestra que se llevaba para visualizar el efecto. 

La siguiente ocasión se llevó el equivalente a 50 t.o. obtenidos también 
por CLA? bajo las condiciones ya descritas, y que se expresan en la figura 
!;>l2 32, en esta ocasión se inyectó, sin PTX, el equivalente a 25 t.o. y bajo 
estas circunstancias se encontró actividad neurodepresora en las fracciones 
P-22 la,CLAP2 , P-22 la,CLAP~ , y P-22 la,CLAP,¡ • Las depresiones observadas 
en estas fracciones fueron bloqueadas, totalmente, cuando se hizo, el experimen
to en presencia de PTX l x io-=- M. Por su parte, otra ·vez fue necesario apli
car· toda la muestra (50 t.o.) de P-22 la,CLAPe para poder notar efecto depre
sor· en· esta fracción, y por lo tanto no se tuvo oportunidad de observar su 
efecto en· presencia de picrotoxina. 

En la Tabla N" 7 se puede observar, en forma resumida, los tiempos de 
retención .y volúmenes de elución de cada ur.o de los componentes que se sepa
raron a partir clel extracto P-22 la mediante CLAP en lá.s _condiciones descritas. 

Es obvio, de los resultados obtenidos,· que los primeros_ seis picos salie
ron de la column·a durante la parte isocrática del programa,: lo que quiere de
cir que se eluyeron solamente con TFA 5 mM en agua. Los·.-.picos P-22 la ,CLAP-;. 
y -P-22 la,CLAPe., en cambio, se retienen fuertemente ·en la columna y solo .elu
yeron cuando la concentración de metanol en el gradiente fue relativamente e
levada. 

También se puede observar que los picos que eluyeron en forma tempra
na contenían aproximadamente el 99% de la masa ·to-::-al de P-22 la, mientras 
que el pico P-22 la,CLAPe. contenía entre 0.5 a 1% del material cromatografia
do, tal como resultó por el análisis de integración de los picos por área bajo 
la curva. 

Los resultados de CLAP mostraron que el extracto P-22 la se descompo-
nía en varios componentes, de los cuales_ cuatro mostraron actividad neurode
presora en ausencia de picrotoxina sobre el tensorreceptor abdominal. De estas 
cuatro fracciones, tres perdieron su efecto depresor en presencia de picrotoxina, 
y eluyeron al principio de la cromatografía, con TFA 5 mM en agua, pH 3.0. 
El cuarto componente de interés, se retuvo bastante en la columna de fase re
versa, y tan1bién tnostró neurodepresión, pero sólo cuando se administraba en 
grandes cantidades. En esta etapa, debido a la poca cantidad de muestra con 
la que se contaba no .fue posible conocer su comportamiento frente a la picro
toxina. 

Se decidió obtener mayor cantidad de la fracción P-22 la ,CLAP8 con el 
objeto de probar si la digestión enzimática con pronasa B afectaba su compor
tamiento fisiológico. Para ello se incubó ·el equivalente a 50 t.o. de P-22 la, 
CLAPs en presencia de pronasa B, y per supuesto una alícuota de la misma 
fracción sin enzima, para que sirv_iera como control positivo en el bioensayo. 
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Tabla N• 7. - ·. Cará.cterísticas cromatográficas 
de los componentes· .de'.· p:....22.>Ia. en .,CLAP. 

· FRACCION tie;.,.¡;e> de ~',,' volumen de 
retención elución 
··>(m~n) . · (ml) 

P-22 la,CLAP1 i.77 2.385 

P-22 la,CLAP2 5~97 2.985 
',·. 

P-22 la,CLAP~ 6.97 3.485 

P-22 la,CLAP'I 8.58 4.290 

P-22 la,CLAPs 12.58 6.290 

P-22 la,CLAP¡, 16.48 8.240 

·P-22 la,CLAP, 41.1 20.550 

P-22 la,CLAP., 49.6 24.800 

Para la cromatografía se utilizaron las condiciones del 
programa 6 (ver ANEXO 1, pág. jq4 ) • Solvente A: TFA 5 mf.I 
en agua, pH 3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol. Se re
gistró a 206 nm. Columna: Ultrasphere ODS-5 um (4.6 x 250 
mm). 
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Los controles de la di.gestión enzini.dt.ica, con ca·seína- corno sustrato, 1nos
traron que la enzir:ia se encontraba activa. 

Los resultados del bioensayo sobre el tensorreceptor fueron negativos pa
i.·a la rnuestra trata da con enzi1na asi con10 para la n1uestra que fungió con10 
con10rol positivo, indicando que la fracción P-22 la ,CL:\Ps se había inactivrido 
espontáneamente, por lo que la ausencia de actividad neurodepresora en la 
muestra tratada con pronasa B careció de significado. 

En vista de que durante la purificación elcctroforética se habían obte
nido varias fracciones con actividad ncurodepresora ( P-22 la, ?-22 lb, P-22 11 
y P-22 111), se hicieron algunos experimentos para tratar de caracterizar a 
dichos materiales. Sabiendo, por la literatura, que existen algunas sus"tancias, 
.principalmente aminoácidos, que pueden tener ciertos efectos sobre el tensorre
ceptor abdominal de los crustáceos, se decidió estudiar a una gama de posi
bles candidatos para ver si alguno de ellos podría relacionarse con alguna 
de las íracciones obtenidas del lote P-22. 

De esta forma se realizaron electroforesis analíticas, en papel, de los si
guientes aminoácidos: GABA, Tau, ('>-Ala, Ala, Gln, Asp, Lys, Pro, Gly, Glu y 
Homarina; así como de las éatecolaminas dopamina y metanefrina, a pH 1.8, 
bajo las condiciones que se. indican en la figura·. N9. 33, :·.en donde se muestran 

·1os resultados obtenidos cuando. se tiñeron las tiras: con ·ninhidrona. 

·También se. coi:-r~e~~ri';·iil:i~Jbtas :d~ fas mis_iri'h~é~\l:~st~as por electrofore>¡is 
analítica a pH 10;0;: .. En-'/,la:o::fi·gura>.N":,.34· se ·J>ueden:-;:ohservar los resultados que 
se obtuvieron después.: de· 1a:.,tinción con ntnhidrin·a:·;;·;b'ajo. las condiciones em-
pleadas. · > ·· .·.. · · · ··:'.::e::._,,,,,,,. 

;";,> 
Los datos aportados por esta serie de ~xp'erimentos'. se encuentran reuni

dos en la Tabla N9 S, con fines de mayor claJ:"i~;=t.~':';.;'(i'. 

Además de las sustancias mencionadas, se¿•afi~d.Í~ron a la lista arginina 
y betaína para probar su efecto en el bioensay·o~ '.,Se/determinó la capacidad 
de inhibir la frecuencia de disparo del tensor.recep.tor·.aplicando dosis que va
t:<iaron entre 20 y 1000 nanomoles de las susta.nc:Las':.que se estaban estudiando. 
De todas ellas se encontró que producían neüro·d.epi'esión notoria las siguien-<-
tes: GABA, Tau, Gln, ~-Ala, Arg y Asp-, ' •\;~ 

Con mucho, la mayor potencia neurodep't:-.;ii;C:)ra se encontró en el GABA, y 
después le siguió la Tau. La actividad de los '.otros aminoácidos fue bastante 
menor. 

El efecto neurodepresor obtenido con los aminoácidos mencionados fue blo
queado totalmente cuando éstos se aplicaron 'sobre el tensorreceptor tratado con 
PTX 3 x 10-3 M, lo que probablemente indicó que todos ellos ejercían su acción 
a través del receptor a GABA. 

Por su 
programa 6, 

parte, cuando se 
se obtuvieron los 

sometieron a la CLAP, bajo las condiciones del 
resultados que se resumen en la Tabla N 9 9. 
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e e e e e 
GABA Tau (3-Ala Ala Gln Asp Lys 

Figura N2 33.- Electroforesis analíticn a pll 1.8 de diversos amino
ácidos. Soporte: tiras simples de papel Whatrnan 3 ~.:~.! (3 x 29 cm); tiempo 
de corrida: 120 min; voltaje: 300 volts (9.6 v/cm); amortiguador= ác. fór
mico:ác. acético:agua (1:4:45,v/v/v), pH 1.8. Tinción· con ninhiclrina. 
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Pro Gly Hómarina 
e 

Dopamina · ?.\etanefrina 
e 

Blanco 
Glu 

Figura N• 33 (continuación).- Electroforesis analítica de diversos 
aminoácidos, a pH 1.8. Las condiciones electroforéticas fueron las mismas 
que se indicaron en la figura anterior. Tinción con ninhidrina. La homa
rina fue negativa a la reacción con la ninhidrina, pero se localizó por 
su absorbencia bajo la luz UV. 
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e e e e e 

® 
GABA Tau /3-Ala Ala Gln Asp 

Figura N2 31..- Electcoforesis analítica a pl! 10.0 de diversos amino
ácidos. Soporte: tiras simples de papel \'thatman 3 :.:¡.: (3x29 cr.i); tiempo de 
corrida: 100 min: voltaje: 300 volts (~.6 v/cm); arnoctiguadoc= (NHql

2 
C0

3 0.1 M, ajustado a pH 10.0 con amoníacq. Tinción con ninhidrina. 
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e e e 

Lys Pro Dopamina Metanefrina 
E8· 

Blanco 
Homarina 

Figura N
2 

34 (continuación).- Electroforesis analítica a pH 10.0 de di
versos an1ino.:ícidos. Las condiciones clcctroforéticas fueron las mismas que se 
indicaron en la figura anterior. Tinción con ninhidrina. La homarina fue. ne
gativa a. la reacción con la ninhidrina. pero se localizó por su absorbencia bajo la luz UV. 
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Tabla ;-¡2 8.-. Migración-· electroforética de 
diversos aminoácidos y catecolaminas a 
pH 1.8 y pH 10.0. . . 

COMPUESTO _pH 1.8 pH _10.0. 

GABA -11 +2 
Taurina origen +7 
~-Alanina -11 +2 
Gl utarrii na -6 +5 
Ac. aspártico -5 +7 
Lisina -12 +l 
Prolina :...5 origen 

Homarina origen -1 

: Glicina -8 .. 
Ac. glutámico -5 * 
Dopamina -9 +l 
Metanefrina -8 -1 

Condiciones electroforéticas.- Tiempo de saturación: 30 min; tiempo 
de corrida.: 120 min. a pH 1.8; y 100 min a pH 10.0; vohaje: 300 volts 
(9.6 v/cm); soporte: t.iras simples de papel Whatman 3 J\IM (3 x 31 cm); 
se aplicaron 200 nmoles de cada muestra. Las tinciones se hicieron con 
ninhidrina. Un sig.no "menos" (-) representa 1nigración hacia el cátodo. 
mientras que un signos "más" {+) indica n1igración hacia el ánodo. Los 
números indican los centímetros de migración a partir del origen, bajo 
las condiciones empleadas. *No 'Se reo..liz.Ó. 
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Tabla N• 9.- Características cromat.ográficas .de 
diferentes aminoácidos y catecolami.~as.· P.c:>r' CLA;>. 

COMPUESTO tiempo de volumen·. de 
rel:.er.lc ión e lución 

(min) (ml) · 

Glicina 6.24 3.12 

Glutamina 6.72 3.36 

GABA 9.25 4.625 

Prolina 9.55 4. 75 

Homarina 11.51 5.75 

Taurina 14.72 7.36 

Dopa mina 26.45 14.225 

Metanefrina 35.62 17 .81 

Para la cromatografía se utilizaron las condiciones del 
programa 6 (ver ANEXO 1, pág. 1.44). Solvente A: TFA 5 m1'1 
en agua, pH 3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metano!. Se re
gistró a 206 nm. Columna: Ultrasphere ODS-5 um (4.6 x 250 
mm). 
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Como puede observarse de dichos resultados, todos los aminoácidos proba
dos eluyeron durante la parte isocrática del programa, con TFA 5 mi\! en agua, 
pH 3.0; mientras que las catecolaminas se retuvieron más fuertemente en la co
lumna y eluyeron sólo cuando se incrementó la concentración de rnetanol. 

Posteriormente, ·se decidió estudiar. si en alguna. _de las fracciones obteni
das en este lote (P-22 la, P-22- lb,. P-22· 11 .Y P_..,-22· lI_l) se podía determinar 
la presencia de GABA );: de Tau, p':'r m~todos .más- específicos. 

En el caso de GABA, este::se':midÍ:ó enzim;,:tiC:amente, ·en la forma ya des
crita (ver MATERIAL Y MET.ODOS~ .pág~ 33). En la figura N• 35 se muestran los 
resultados de la curva. ·patrón· en la· .. cual. se interpolaron los resultados obteni
dos con los extractos. · ·:·U>J'.'~r : .. :,_.e· 

'i 

Como se puede observar,, los datos mostraron la existencia de GABA en to
das las fracciones ensayadas.· Las determinaciones se hicieron sobre alícuotas 
equivalentes a 10 t.o., y los· valores resumidos se encuentran resumidos en la 
Tabla N• 10. 

Por su parte, también se hizo una determinación de taurina, por ei mé
todo ya mencionado (ver MATERIAL Y METODOS, psg. 33), sobre la fracción 
P-22 1 b, y se encontró una concentración de 4. 72 umoles en 10 t. o. No se de
terminó en el resto de las fracciones. 
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Figura N2 35.- Determinación enzimática de GABA. Se siguió el méto
do de ja!<oby y cols. (ver r.lATERlAL Y ~.:ETODOS, p<lg. 33) utilizando una 
preparación comercial de GABAsa. El NADPH producido cuando el GABA es 
meta bol izado a succinato se oxidó químicamente para formar NADP, el cual 
se midió fluorométricamcnte, de acuerdo a la técnica de Lowry y col s. ( 122). 
La curva patrón se realizó con 0.5, 1.0, 4.0, 16.ü y 32.0 nanomoles de 
GABA puro. Los valores obtenidos con las muestras problema se interpolaron 
en la gráfica. Las determinaciones se hicieron en ausencia y en presencia 
de ca++ • 
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Tabla N2 10.- Cuantificación de GABA en las 
diversas fracciones· aisladas del lote· P-22, 
que mostraron actividad neurodepresora. 

EXTRACTO GABA 
(10 t.o.) {nmoles) 

P-22 la 2 

P-22 lb 12.25 

P-22 11 1.8 

P-22 111 61 

La determinación se llevó a cabo utilizando el 
método enzimático de ]akoby y cols., modificado 
{ver MATERIAL Y METODOS, pág 33). 
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LOTE P-23.- Se inicio la extracción con 20 g de material liofilizado (a
proximadamente 570 t.o.), siguiendo los pasos que ya se describieron anterior
ment:e (ver MATERIAL Y METODOS, pág. 2ó). En total se utilizaron 260 ml de 
agua para ext:raer al materinl pulverizado. Dicho volumen se concentró por lio
filización hasta 30 ml, y luego se dializó vs. agua, a 4°, y se recogió un vo
lumen total de 350 ml, después de cuatro cambios. Este volumen se concentró 
en el rotavapor hasta 15 ml, constituyendo este material el extracto crudo. 

Posteriormente se-sometió al extracto crudo a una separac1on por quimio
adsorción en Sep-Pak, en la misma forma que ya se indicó previamente (ver 
MATERIAL Y METODOS, pág. 30). Se activaron tres cartuchos y el extracto cru
do se repartió entre ellos. Al material que se eluyó directament:e con TFA 5 mM 
se le llamó P-23,SP-l; el lavado con TFA 5 mM en metanol al 50% se denominó 
P-23,SP-2; y la fracción que se obt:uvo cuando se eluyó con TFA 5 mM en met-a
nol absoluto se llamó P-23,SP-3. 

Las tres fracciones obtenidas de esta forma se concentraron en el rotava
por y cuando se tuvieron en volúmenes pequeños se transfirieron a tubos eppen
dorf para seguirse concentrando en el evaporador centrífugo al vacío, con el 
fin, también, de eliminar a los solventes volátiles. Se guardó especial cuida
do en no dejar que las muestras se evaporaran a sequedad, para evitar ad
sorciones inespecíficas a las paredes de los tubos. 

Se tomaron alícuotas de cada una de las fracciones para bioensayo, con 
el fin de ubicar en· .cuál de ellas se loé:alizaba la actividad neurodepresora. 

La fracción P-23,SP-l mostró una actividad biológica muy importante cuan
do se aplicó el equivalente a 2 t.o. sobre el tensorreceptor. Al inyectar una 
alícuota semejante, pero ahora en presencia de PTX 1 x 10-3 M, se volvió a 
observar la misma neurodepresión. 

La fracción P-23,SP-2 mostró excitación cuando se ·aplicó el equivalente 
a 10 t.o. sobre el tensorreceptor. 

Por su parte, la fracción P-23,SP-3 mostró un'l actividad depresora noto
ria cuando se aplicó el equivalente a 30 t.o. del extracto. La actividad neu
rodepresora de esta fracción persistió a pesar de la presencia de PTX 1 x 10"3 

M, con una cantidad semejante de t.o. 

Debe hacerse ·notar sin embargo, que cuando se repitió este último expe
rimento, siete días después, aunque todavía se observó una ligera neurodepre
sión cuando se aplicó el equivalente a 30 t.o., el efecto fue totalmente bloquea
do por la picrot:oxina. 

Se hizo entonces un experimento control en donde se trató a un cartucho 
de Sep-Pak en la misma forma que se había hecho durante el fraccionamiento 
del extracto crudo, sólo que en est:a ocasión únicament:e se hicieron los lavados 
correspondientes, pero sin aplicar ninguna muestra. Se tomó una alícuota del 
lavado con TFA 5 mM en met:anol absoluto y se realizó. el bioensayo; el resul
tado fue que se observó depresión de la frecuencia de disparo del tensorrecep
tor. 
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Se hicieron cromatografías de alta presión, ba.jo las· condiciones del pro
grama 6 (ver ANEXO l, pág.144 ), de las tres fracciones· obtenidas después de 
la separación en Sep-Pak. Se recogieron las fracciones· eluidas de la columna 
de fase reversa por bloques, de la siguiente manera: bloque A, del minuto 2 
al minuto 25; bloque B, del minuto 25 al minuto 48; y bloque C, d_el minuto 48 
al minuto 55. 

En la figura N" 36 se muestra una gráfica representativa del perfil. ob
tenido a 20ó nm cuando se cromatografió al extracto P-23,SP-l. por· CLAP. ·como 
se puede observar aparecieron una gran cantidad de picos, sobre ·todo al. prin
cipio de la corrida. Se recogieron, como se dijo, tres ·fracciones:. ·,p_-23,sp...:1, 
CLAP-A; P-23, SP-1, CLAP-B; y P-23, SP-1, CLAP-C. Cuando se probaron en. el bio
ensayo la única _que mostró actividad· neurodepresora fue· la·-fracción P-23,SP-l, 
CLAP-A, y dicha actividad permariecía a pesar de la presencia. de PTX 1 x lo-3 
M. Sin embargo, cuando esta fracción se diluía su efecto sí· era bloqueado 
por 1.a. picrotoxina. 

A su vez, cuando se cromatografió el extracto P-23,SP-2 bajo las mismas 
condiciones, se obtuvo un perfil como el que se observa en la figura N" 37. 
Aquí el panorama se mostró más limpio que c.on el extracto anterior, aparecien
do un número menor de picos. Se recogieron tres fracciones: P-23,SP-2,CLAP-A; 
P-23,SP-2,CLAP-B; y P-23,SP-2,CLAP-C. Cuando se analizaron alícuotas de estas 
fraccion-~s en el bioe.nsayo se· observó actividad neurodepresora en P-23,SP-2, 
CLAP-A, la cual, sin. embargo, fue totalmente abolida cuando se probó en pre
sencia de PTX 1 x 10º" M. _Ninguna de las ocras dos fracciones presentaron e
fecto sobre la ?reparación_. 

Finalmente, los resultados obtenidos cuando se cron,atografió el extracto 
P-23,SP-3 bajo las condiciones descritas, se muestran en la figura N" 38. Al 
recoger por bloques se obtuvieron las fracciones P-23,SP-3,CLAP-A; P-23,SP-3, 
CLAP-B; y P-23,SP-3,CLAP-C. No se encontró actividad biológica en ninguna de 
estas fracciones. · 

Debe mencionarse ·que' en esta ocasión se trató de prevenir la adsorción 
de cualquier posible material a.·.las paredes de los tubos, utilizando para ello 
albúmina sérica bovina· ( BSA) al 1%, ya fuera en solución junto con el extrac
to a ensayar, o bien cubriendo previamente las paredes de los tubos con una 
capa de albúmina y lueg·o: s'ecando las paredes con corriente de nitrógeno. Los 
resultados obtenidos fueron semejantes a los que se tuvieron en ausencia de 
albúmina. 

Toda esta serie de experimentos mostró que la única actividad neurode
prcsora que se mantuvo estable y_ dió resultados reproducibles fue la que apa
reció en el bloque A del extracto eluido con TFA 5 mM en agua, pH 3.0, en el 
Sep-Pak. Cuando dicha fracción se diluía, el efecto se bloqueaba con la pi
crotoxina. 
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Figura- N• 3ó.- CLAP analítica de la fracción p_¿3;SP-l ( 10 t.o.). 
Programa 6 (ver ANEXO l, pág. 144) Solvente A:· TFA 5 m~.I en agua, pH 
3.0. Solvente B: TFA 5 m.M en metanol absoluto. Columna: Ultrasphere
ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se recogió por bloques en la forma que se 
indica. ND: bloque que presentó actividad ncurodepresora sobre el bio
ensayo del tensorreccptor abdominal del acocil. La flecha indica el mo
mento de la inyección. 
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Figura N• 37.- CLAP analítica de la fracción P-23,!"P-2 (20 t.o. ). 
Programa ó (vet· A:.JEXO l, pág. 144). Solvente A: TFA 5 mi.! en agua, pH 
3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto. Columna: Ultrasphere
ODS, 5 um (L,.6 x 250 mm). Se recogió por bloques en la forma que se 
indica. ND: bloque que presentó actividad neurodepresora sobre el bio
ensayo del tensorreceptor abdominal del acocil. La flecha indica el mo
mento de inyección de la muestra. 
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Figura N2 38.- CLAP analítica de la fracción P-23,SP-3 (20 t.o.). 
Programa 6 (ver ANEXO 1, pág. 144). Solvente A: TFA 5 m:.1 en agua, pH 
3.0. Solvente B: TFA 5 mM en metanol absoluto. Columna: Ultrasphcre
ODS, 5 um (4.6 x 250 mm). Se re-::ogi.ó por bloques en la forma que se in
dica. Ningún ·bloque presentó actividad neurodepresora sobre el bioensayo. 
La flecha indica el momento de inyección de la muestra. 
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LOTE P-24.- Se partió de 40 g _(aproximadamer;ite 1150 t.o.) de material 
liofilizado, el cual se trituró y extrajo con agua en la -forma que ya se ha 
descri"to. En total se obtuvieron 440 ml de sobrcnadantes acuosos, los cuales se. 
concentraron por liofilización hasta 110 ml. Este volumen se dializó vs. agua, 
utilizando un total de 800 ml, después de cuatro cambios. El dializado se con
centró en el evaporador rota"torio hasta un volumen de 23 ml, el cual ·constitu-· 
yó el extracto crudo. 

Se tomaron alícuotas del extracto crudo para bioensayo, consistentes en 
.2, 1, y 0.5 equivalentes de t.o. LasO:.tres concentraciones dieron efectos neuro
depresores prácticamente saturantes .. •Cuándo_ cada una de estas concentraciones 
se probó en presencia de PTX. 1 x.· 10::~ M; 'el efecto neurodepresor persistió. 

Se fraccionó al extracto crudo por quimioadsorción en Sep-Pak, utilizan
do la metodología que ya se describió' previamente. Se activaron seis cartuchos, 
los que se separaron en dos grupos -·de .. tres cada uno, con el objeto de tratar 

. a los lavados de un grupo en la mismá forma que se hizo con el lote P-23; 
mientras que a los lavados del ·otro grupo. se les adicionaría albúmina sérica 
bovina al 1% desde las primeras- etapas :de ... concentración para tratar de pro
teger a cualquier material susceptibl_"'·· de_-adsorberse ·a los tubos. 

Así después de ·haber. hecho lo~·~·<·lavad.:,s· respectivos se obtuvieron las si
guientes fracciones: P-24,A,SP-1; ·P-24,A~SP-2; y P-24,A,SP-3, las cuales fueron 
procesadas sin ningún tratamiento especial;· y P-24, B,SP-1; P-24, B,SP-2; y 
P-24, B,SP-3, que fueron las ·tratada's·;.co_n·· ,BSA al 1%. 

Previamente se había hecho un ·experimento para determinar cuál era la 
concentración máxima de metanol a· la cual la albúmina todavía era perfecta
mente soluble, y se encontró que en concentraciones de metanol por abajo del 
50% no ha!:-ia ningún problema con .. la solubilidad de dicha proteína. Por lo 
tanto, el procedimiento que se siguió fue concentrar a las fracciones hasta una 
tercera parte de su volumen original y luego se restituyó dicho volumen agre
gando agua, de manera que en los casos más drásticos la concentración de me
tanol fuera de alrededor del 30%. En ese momento se adicionaba la BSA y se 
seguía concentrando en la forma· acostumbrada. 

Posteriormente se tomaron alícuotas de cada una de las fracciones y se 
probaron en el bioensayo. para analizar en cuáles se encontraba la actividad 
neurodcprcsora. 

En el caso de las fracciones P-24,A,SP-1 y P-24, B,SP-1 se probaron alí
cuotas correspondientes a 2, 1, y 0.5 t.o. En todos los casos se encontró una 
actividad neurodepresora sumamente importante, la cual se mantuvo en presen
cia de PTX 1 x 10-3 !.l. Sin embar·go, al diluir la m·uestra y aplicar el equiva
lente a 0.25 t.o. la actividad mostrada por este extracto fue totalmente bloquea
da por la picrotoxina. 

En cuanto a las fracciones P-24,A,SP-2 y ~-24,B,SP-2 no se encontró ac
tividad ni aún cuando se aplicaron 20 t.o. 
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En el caso de las fracciones P-24,A,SP-3. y P-21.,B,SP-3 tampoco fue posi
ble detectar ningún rastro de actividad neurodepresora cuando se probaron 2, 
10, 20 y 60 t.o. inclusive. · 

Estos resultados mostraron que toda la actividad neurodepresora que se 
encontró en el extracto crudo apareció en la fracción lavada con TFA 5 mM en 
agua,· en el Sep-Pak. No se observó actividad en las otras dos fracciones. En 
esta ocas1on no se reprodujo el efecto mostrado por la fracción P-23,SP-3, ni 
aún cuando esta vez sé protegió al material con BSA al 1%, desde el princi
pio. 

Se hizo una cromatografía líquida de alta pres1on, con el extracto P-24, 
A,SP-1, ·bajo las condiciones del programa 7 (ver ANEXO 1, pág. 14'-t). En la 
figura N2 39 se muestra el perfil obtenido a 206 nm. La diferencia en est:e ca
so, con respecto al programa 6 que se había venido lltilizando, es que ahora 
se llevó la concentración de metanol hasta 100% en el gradiente. En esta oca
sión se recogieron cuatro fracciones: P-24,A,SP-1,CLAP-A (minuto 2-26); P-24,A, 
SP-1,CLAP-B (minuto 26-46); P-24,A,SP-1,CLAP-C (minuto 46-55); y P-24,A,SP-1, 
CLAP-D (minuto 55-80). 

Se añadió BSA al 1% a cada fracción· una vez que la concentración de 
metanol fue menor del 50%, con el fin de minimizar la adsorción inespecífica. 

Se realizó el bioensayo con:· alícuotas de .. cada fracción, correspondizntes 
a 2 t.o. cada una. Los dat.os mostraron·,que·, ·a ·una dosis de 0.5 t.o. la frac
ción P-24,A,SP-1,CLAP-A mostró una·neurodepresión muy intensa, la cual no fue 
totalmente bloqueada por la PTX l '.x :10-3 . M. Al diluir la muestra a la mitad 
y aplicar el equivalente a 0.25 ·t:.o. ·.se vió que la picrotoxina sí bloqueaba en 
forma efectiva la actividad de esta: ni.u'e.stra. 

No se detectó ningún tipo de· actividad neurodepresora en el resto de las 
fracciones P-24, A,SP-1,CLAP-B; P-24;A;SP-1,CLAP-C ni P-·24,J\ ,SP-1,CLAP-D. 

Estos datos mostraron que toda la actividad neurodepresora qlle se encon
tró en la fracción P-24,SP-1 apareció en P-24,A,SP-1,CLAP- A, que es la zona 
del programa en donde se hace el ·lavado isocrático con TFA 5 m~l en agua. 
También se observó que la PTX bloqueó dicho efecto cllando la muestra se apli
có suficientemente diluída. 
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D 1 S C U S 1 O N 

Durante los últimos anos se ha ·trabajado intensamente en nuestro labora
torio con el fin de poder· ·eluc.idar la naturaleza química de la llamada Hormo
na Neurodepresora (HND), ··1a cual; ··como, se mencionó en la lNTRODUCCION (ver 
pág. 22) parece ser una sUstancia neuromoduladora que ·Controla la excitabili
dad neuronal en los crús.táceos, y que además parece estar involucrada en el 
ritmo circadiano de la actividad locomotora en estos organismos. 

Origihalmente se había descrito que el agente responsable de esta activi-
· dad era una molécula peptídica; dializable; termoestable; constituida únicamen
te por aminoácidos neutros (11.sn, Ala, Val, Ser, Gln, Gly, Thr, Leu/lle, Pro); 
probablemente bloqueada en ambos extremos (con la posibilidad de una estruc
tura cíclica); y con un PM aproximado de 1200 (95,104). 

La metodología de purificación utilizada con los extractos de donde se 
obtuvo esta información consistió básicamente en cromatografía de exclusión mo
lecular (Sephadex G-25 fino y Sephadex G-15) y en electroforesis de mediano 
voltaje, en papel (pH 1.8, 10.0, 3.5 y 6.0), y se utilizaron como criterios de 
pureza la electroforesis y cromatografía en capa delgada, la cromatografía 
descendente en papel, la electroforesis de alto voltaje y la dansilación (95). 
El bioensayo que se empleó durante dicha purificación fue el de la disminu
ción de la frecuencia de descarga espontánea de la neurona f-5 en la tercera 
raíz del tercer ganglio de la cadena ganglionar abdominal del acocil. 

Este bioensayo trae consigo varios problemas, entre ellos el que presenta 
una variabilidad muy grande, y difícilmente controlable, de la frecuencia de 
disparo espontánea; además, en ocasiones es dificil registrar únicamente a f-5, 
por lo que muchas veces se mezclaban las señales de las otras neuronas que 
acompañan a f-5 en la misma raíz. Por otra parte, debido a las propias carac
terísticas anatómicas de esta preparación, en donde existe una gran cantidad 
de tejido conectivo, la difusión de los extractos de prueba, hasta la neurona 
de interés, podía ser muy lenta, y generalmente se hacía necesario inyectar 
concentraciones relativament~ elevadas de cada muestra, para poder apreciar 
los efectos en forma clara. Este problema hacía que la sensibilidad de la pre
paración fuera muy baja. 



- 114 -

.. 
Todos estos factores influyen, sin duda alguna, sobre la reproducibili

dad, la exactitud, la sensibilidad y la confiabilidad del método; característi
cas, todas éstas, que deben est.ar siempre controladas para el desarrollo de 
una buena técnica de bioensayo, junto· con el criterio de la especificidad. 

Por estos motivos, se decidió cambiar de pre?aración biológica como he
rramienta para. localizar, identificar y cuan.:ificar a la ll~JD en los extractos 
de crustáceos. Dicha preparación la constituyó el órgano tensorreceptor abdo
minal del ·acocil., el cual demost.ró ser unn preparación mucho más sensible, re
producible y exacta en las determinaciot~es, aunque, como se explicará más 
tarde, carece de especificidad, lo que pone en juego la confiabilidad. Sin em
bargo, de este punto no nos percatamos hasta que nuestras investigaciones se 
encontraban en una etapa avanzada, por lo que este método de bioensayo se 
utilizó en la mayor parte de lo.s experimentos que se reportan en esta tesis. 

Por otra parte, cuando se dispuso, en nuestro laboratorio, de técnicas 
más potentes de separación y resolución, como lo fue la cromatografía líquida 
de alta presión (CLAP), se hizo evidente que los extractos de HND, con los que 
se habían obtenido los datos arriba mencionados, se encontraban aún en pre
sencia de contarr,inantes que no habían podido ser eliminados con las técnicas 
de purificél;ción empleadas previamente. 

En este sentido es importante mencionar la existencia de la hormona con
centradora del pigmento rojo (HCPR), en la glándula sinusal de los tallos ocu
lares. de los crustáceos. Como su nombre lo indica, esta hormona concentra el 
pigmento que se localiza en los eritró.foros que existen en la hipodermis de· es
tos animales. Se sabe que esta cromatoforotropina es un octapéptido, con am
bos extremos bloqueados, cuya estructura primaria es la siguiente: 

pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-Pro-Gly-Trp-NH 
Esta estructura fue confirmada por síntesis química y por ensayo biológico; 
tanto la hormona pura como la sintética .fueron activas en el orden de picogra
mos, para concentrar el pigmento de los eritró.foros ( 128·, 129, 130). También se 
ha reportado que el Na+ es necesario para obtener una respuesta máxima, y 
que la ouabaína inhibe dicha respuesta, mientras que la tetrodotoxina la au
menta (131). A medida que el pigmento rojo se concentra en presencia de esta 
hormona, el potencial de membrana del eritróforo se hiperpolariza ( 132). 

Es muy posible que los extractos de HND contuvieran a la HCPR como con
taminante, pues de acuerdo a los datos de la lite.ratura su comportamiento en 
Sephadex G-25 es muy parecido al de la hormona neurodepresora, además de 
que se trata de un péptido neutro, que no migraría en las condiciones elec
tro.foréticas que se usaron en la purificación de la HND. Por otra parte, la 
composición de aminoácidos que se obtuvo para la HND (ver pág. anterior) 
es muy parecida a la que se obtendría por hidrólisis ácida de la HCPR. 

Por lo tanto, se iniciaron trabajos conducentes a la purificación de la 
actividad neurodepresora mediante CLAP ( 106). Los resultados de estos traba
jos mostraron, a pesar de un período de con.fusión debido principalmente al 
cambio de bioensayo, que la actividad .neurodcpresora prácticamente salía al 
principio de la columna de .fase reversa, bajo diferentes sistemas cromatográ
.ficos y, así, se sentaron las bases para la purificación de dicha actividad 
(106). . 
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Se utilizaron las experiencias adquiridas en los trabajos previos para 
que. a partir de nuevos lotes de tallos oculares de· Penaeus vannamei ( Boone), 
se intentara conseguir la purificación y la elucidacion de la natut·alcza quí
mica de la molécula responsable de la actividad neurodepresoea en estos crus-
táceos decápodos. · 

De esta manera, se empezó la purificación del lote P-19, equivalente a 
6000 t.o •• por el método tradicional. El comportamiento de la actividad neuro
depresora en las columnas de Sephadex G-25 fino y Sephadex G-15· fue simil.:1r 
al que se había obtenido en preparaciones anteriores (95,106). En ambos tipos 
de columnas se decidió recromatografiar al material eluído activo, bajo condi
ciones en las que se disminuía el flujo con respecto a la primera cromatografía, 
con el fin de aumentar la resolución de ambos sistemas, de manera que se ob
tuvieran fracciones· más enriquecidas en actividad neurodepresora y que contu
vieran menos contaminantes (compárense las figuras N" 3 y N" 4). Por .medio 
del bioensayo se demostró que se había recuperado la totalidad de la actividad 
neurodepresora después de estas separaciones, en la fracción P-19,2SG15. 

Posteriormente, aprovechando la capacidad resolutiva de la CLAP, se de
cidió procesar a la fracción P-19,2SG15 dire<:tamente con esta técnica. Cuando 
se emplearon las condiciones del programa 2, se observó que la actividad neu
rodepresora se mantenía en la fracción P-19,2SG15,CLAP11 (ver figura N" 5). 
La ubicación de la actividad en dicha posición correspondía perfectamente con 
los resultados obtenidos en preparaciones previas (106). De esta forma con los 
resultados métodos empleados se pudieron eliminar rápidamente una gran canti
dad de contaminantes inactivos. 

Luego al someter a este extracto a la CLAP, pero ahora bajo las condi
ciones del programa 3, se observó que la muestra se desdoblaba en varias frac
ciones, y que la mayor parte ae la actividad neurodepresora se ubicaba en la 
fracción P-19,2SG15,CLAP11 d20 (fig. N" 6). Debe mencionarse que el extracto 
que se utilizó en esta serie de cromatografías se desalificó antes de someterlo 
a esta separación. Aparentemente la ausencia de sales permitió que la activi
dad se retuviera un poco más en la columna, saliendo hasta el minuto 9 - 10 
después de haber inyectado la muestra. En experimentos previos, cuando los 
extractos todavía contenían sales, se notaba que la actividad neurodepresora 
eluía más temprano. Por lo tanto se hacía recomendable que todos los extrac
tos se desalificaran previamente a su separación por CLAP. 

Al cromatografiar a la fracción P-19,2SG15,CLAP1 1 d2¡; bajo las condiciones 
del programa 4 se obtuvieron. como se mostró en la figura N" 8, dos picos 
perfec.tamente separados, B-1 y B-5, los cuales mostraron actividad neurodepre
sora. Esta fue la primera ocasión en donde, por CLAP, se observaban dos frac-

·ciones, provenientes del mismo extracto, que depriñ1ían en forma semejante la 
frecuencia de descarga espontánea del .. tensorreceptor de los crustáceos. 

En los experimentos esquematizados· en las figuras N 2 9 y N" 10 se de
mostró, a nivel analítico, que ambas fracciones se habían separado y que, ba
jo esas condiciones de CLAP, se encontraban homogéneas. Los otros picos que 
aparecieron en esos cromatogramas se debieron al artificio de inyección y apa-
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recieron también en las corridas control, en donde no se aplicaba muestra al
guna. De esta forma se demostró que la fracción B-1 eluía justo al principio 
de la columna de fase reversa, mientras que la fracción B-5 se retenía hasta 
el minut.o 9-10 después de la inyección. Estos resultados fueron suma:nente re
producibles cuando se purificó de esta forma al resto del extracto. Se demostró, 
repetidamente, que la actividad biológica se encontraba en ambas fracciones. 

Debe mencionarse, sin e·mbargo, que una vez puros, la actividad de estas 
fracciones decayó muy rápidamente, y que al cabo de unas pocas semanas las 
muestras ya no presentaron actividad. 

Esta conducta resultó sorprendente pues hasta. antes de este paso de pu
rificación final, la actividad neurodepresora se había· ·mostrado muy estable, 
y en presencia de contaminantes, se sabía que la estabilidad era muy grande, 
y que incluso se podía observar actividad después· de muchos meses de almace
namiento. Estos datos nos sugirieron que, un.;a,.vez ... purificadas lá .estabilidad 
de estas dos fracciones es muy frágil. · · ···· ., .. ,. · · 

A pesar de que iban perdiendo su ·a.éÚvidad ·'.bi·olbg·i6a:;: de· todas maneras 
se decidió seguir trabajando con estas fra.cciones, · .. pensarido::.·que, tal como se 
había demostrado por CLAP; ya estaban puras y que .. se•<'podían utilizar para 
el trabajo químico aún sin que .tuvieran actividad.. · .. <:::. 

Cuando se analizaron ambas fracciones, B-1 y B-5, ·:por electroforesis ana
lítica, de mediano voltaje,· en capa delgada, no se pudo revelar ninguna n1an
cha mediante la tinción con cloro. En cambio, el control de 5 ug de GABA que 
se había colocado fue perfectamente visible (véase la figura N" 11). Este resul
tado se interpretó como que la cantidad existente de cada fracción era dema
siado pequeña, y quedaba por abajo de la sensibilidad del método de tinción. 
En la CLAP estos componentes eran visibles porque se estaba registrando a 
206 nm con una sensibilidad muy alta (0.1-0.2 AUFS). 

. Se pensó en utilizar otra herramienta de análisis sobre estas fracciones. 
Dicha herramienta la constituvó la dansilación. Para ello se optimizó el méto
do de tal manera que con sólo tres nanomoles de material se pudieran obtener 
los siguientes datos: a) visualización de la pureza del péptido; b) determina
ción del grupo amino terminal; y c) composición de aminoácidos (cualitativa). 
Se utilizaron como patrones al péptido S de la ribonucleasa y a la cadena A 
de la insulina bovina. Como se puede observar en las figuras N" 13, N!! lL y 
N!! 15, el método fue lo suficientemente sensible como para obtener estos da tos. 
y con la cantidad empleada aún quedó remanente como para comprobar la iden
tificación· de los DNS-aa en diferentes sistemas cromatográficos. De esta manera, 
las modificaciones realizadas sobre este método mostraron que se tenía una téc
nica muy poderosa para obtener este tipo de datos con una cantidad muy pe-
queña de muestra. · 

La dansilación, y la dansilación e hidrólisis de B-1 y B-5 no mostraron 
ninguna mancha apreciable (ver figuras N• 16 y N" 17). En cuanto a los re
sultados de hidrólisis y dansilación ambas muestras mostraron una mancha con 
fluorescencia verde, de poca intensidad, a la altura de DNS-GABA en la pri-
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mera dimensión .. pero más n la derecha en la segunda ditncnsión. En ese mo
n1cnto no se puc.lo correlacionar a esa mancha con ningún D:~S-..:ta identificado 
en esa zona. También en ambas se observó D:-:S-Gly, pero come ya se exolicó 
anteriorrnentc. dicha ntancha aparece por ccnt.:in.innción que presenta el 'cl.cido 
acético comercial con Gly, y puesto que las extracciones se habían hecho en el 
mismo tubo, al rcdansilar la muestra se esperaba que dicha mancha apareciera. 
El blanco de reactivos mostró también la presencia de DNS-Gly. La fracción 
B-1, por su parte, también mostró una mancha difusa, gris amarillenta, sobre 
la posición de DNS-oHr y la fracción B-5 una mancha tenue, arriba y a la de
recha de DNS-NH2 • Ninguna de éstas se pudo correlacionar con algún DNS-aa. 

Por otra parte, el control positivo que se realizó simultáneamente, con el 
péptido S de la riboi-:.ucleasa salió tal como se esperaba, indicando :que el mé.-
1odo sí había funcionado. 

. Existían dos posibles explicaciones. para estos resultados: .l) que la can
tidad utilizada en el exoerimento (1000 t.o.) estaba muy:. por< abajo de lo que 
se pensaba que debería ·haber, de manera que la··.técriica-~no'.•tenía la sensibi
lidad suficiente y por ello no se veía nada; o bien que ·el (o los) péptido(s) 
ya puro(s) se había(n) adsorbido a las paredes de los: tubos que lo(s) conte
nía C n), y por lo tanto no hubo nada que se dansilára ·;':Cesto también podría 
explicar el decremento en la actividad biológica, después de que se purifica
ron B-1 y B-5) ; 2) que las fraccic-,..,es utilizada·s en. este experimento sí esta
ban presentes pero no contenían aminoácidos (no· eran péptidos) y por lo tanto 
no se podían detectar por esta técnica. 

Se decidió verificar la primera hipótesis y se pensó· que debido a que 
los tallos oculares poseían cantidades minúsculas de hormona sería necesario 
hacer extracciones a partir de decenas de miles de t.o. para obtener cantida
des apreciables de material que, una vez purificado, sí nos permitiera llevar 
a cabo los estudios de estructura. 

Con este fin se empezó la extracción del l.;te P-20, consistente en alrede
dor de 20,900 t.o •. En esta ocasión se pretendió hacer uso de algunas de las 
características de solubilidad de la HND para tratar de acelerar el procedimien
to de aislamiento de la hormona, ya que de haberse realizado con agua, corno 
normalmente se hacía, la cantidad de contaminantes y de material extraído hu
biera sido demasiado voluminoso, lo que llevaría a períodos muy largos de pro
cesamiento. 

Por ello, la extracción de los polvos liofilizados de t.o. se hizo con me
tanol. El a.specto del extracto fue diferente al que se obtenía con agua. Luego 
se implementaron las extracciones con diferentes solventes orgánicos. La mayor 
parte de la actividad neurodepresora se encontró en la fracción acuosa de la 
extracción con cloroformo, y se denominó P-20, l-1. De acuerdo a los datos del 
bioensayo se recuperó prácticamente toda la actividad original del extracto. 
Dicha actividad se mantenía a pesar del uso de la picrotoxina 10-q M, y no 
desaparecía por incubación con pronasa B ni con proteinasa K. 
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El comportamiento de la actividad neurodcpre>;ora ante las enzimas pro
teolíUcas fue sorpresivo, pues el resultado esperado era· que la actividad de
sapareciera. por acción de la degradación enzin1.:'itica. Con10 est:o no suc\!<lió se 
pensó que tal vez por la gran concentración de contarninantcs en la n1ucstra. 
las enzimas no habían actuado adecuadamente, quedando también la posibili
dad de que algún componente del extracto provocara cierta inhibición sobre la 
actividad enzimática. 

Antes de hacer más exnerimentos para elucidar lo que estaba sucediendo 
.con las enzimas, se decidió "11evar a cabo algunos pasos de purificación para 
eliminar la mayor cantidad de contaminantes posible, de manera que las incu
baciones enzimáticas fueran más limpias. Por supuesto, debe tenerse en mente 
que en este caso las sales no constituían un problema, puesto que la extrac
ción· original se· hi·zo en metanol, · y por lo tanto el contenido en sales del ex
tracto era bajo. 

Así, se hizo una cromatografía en Sephadex G-15, con agua, y la elución 
de la actividad neurodepresora correspondió, gruesamente, a los resultados ob
·tenidos en preparaciones anteriores. Las fracciones activas se reunieron y con
centraron, y se denominaron P-20, 1-1,Sia ; el volumen ocupado por esta fracción 
(16 ml) era muy grande para proseguir su purificación directamente por CLAP, 
por lo que se decidió probar otras estrategias. 

Inicialmente se pasó al material por Cilrtuchos de Sep-Pak, en donde por 
quimioadsorción se pretendió separar al extracto. Sin embargo, se observó que 
la actividad neurodepresora coeluía con la .mayor parte del material contami
nante, el cual· no era retenido por la matriz de octadcci1si1ano y se lavaba 
directamente con agua. La fracción retenida, que se eluyó posteriormente con 
metanol fue muy pequeña, en cuanto a la cantidad de masa separada, y no 
presentó actividad biológica sobre el tensorrecepl:or. 

Por lo tanto, se decidió volver a fraccionar al extracto P-20, 1-1,S'l.a ,SPn 
en la columna de Sephadex G-15, pero ahora eluyendo con HCOOH 1 1'1 y con un 
flujo menor, con la esperanza de que bajo estas condiciones se pudiera elimi
nar cierta parte de los contaminantes y que el extracto se hiciera más mane
jable .• Como se puede observar en la figura N" 20 efectivamente se eliminó una 
buena cantidad de material, y la actividad neurodepresora, P-20, l-1,513 ,SP,.. 
eluyó aproximadamente en la misma posición que lo había hecho antes. 

También se decidió probar si la diálisis en membranas de poro controla
do (con un corl:e de 1000 de PM), o la ultrafiltración a través de membranas 
con UI1 corte de 500 de P!.f, se podrían utilizar para limpiar más al extrncto, 
de manera que se pudiera tener a lá. HND en un comparl:imiento separado de la 
mayor parte del mal:erial contaminante. · 

Nuevamente, los resultados fueron sorprendentes ya que en ambos casos 
la actividad neurodepresora apareció en el compartimienl:o de menor peso mole
cular. Estos resull:ados implicaban que el peso molecular de la sustancia res
ponsable de la actividad biológica era menor dé 500 y. por lo tanto, este dato 
se oponía a los resultados obtenidos con pr:cparaciones anteriores en donde se 
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había determinado que la HND tenía un P!\: de alrededor de 1200. Este dato úl
timo se había obtenido por con1parnción del volumen de clucién de.~ la H~D en 
una columna de Sephadex G-lS, la cual se h'1hí'1 calibrado con la hormona li
bcrador:a de la hortnonu lutcinizanrc (L11-:~ll, P~-l = 1151) y con cianocobaland
na CPi.1 = 1355.5) (95). La elución de estos patrones se llevó a c.:ibo con agu.:i, 
o sea en condiciones en donde no se eliminan los efectos de adsorción 1ncsne
cífica que puede presentar el Sephadex, por lo que es muy posible que cuando 
menos el LH-RH se haya adsorbido a la columna, y que eluyera más tarde. Por 
lo tanto, el valor ele P~.¡ para la ll:JD obtenido de este modo es dudoso. 

También se observó que la mayor cantidad de masa del extracto P-20, 1-1, 
S:z.a ,SPt-, se ubicó en el compartimiento de menor peso molecular, por lo que nin
guno de estos pasos constituía una ventaja en esta etapa de la purificación. 

Se decidió hacer uso de la electroforesis para tratar de avanzar en la 
purificación. Después de buscar en qué parte del papel se localizaba la HND 
se encontró que és"ta aparecía en el origen, a pi! 1.8, lo cual concordaba con 
los resul"tados e.le preparaciones anteriores. Se denominó P-20,l-l,S2a..SP",l.8 0 

a esta fracción. 

Como ya se habían eli·minado muchos contaminantes con respecto a la eta
pa de extracto crudo, se pensó que era necesario ver si bajo estas nuevas con

·diciones se podía- observar el hecho de que las enzimas proteolíticas inactiva
ran a la HND. El bioensayo mostró que la actividad neur.odepresora se mante
nía después de la incubación con proteasas, y se vió que los controles rea~i
zados para confirmar la acción de las enzima.s habían dado los resultados es
perados. No se podía por lo tant:o explicar este hallazgo en función de que las 
proteasas se hubieran inactivado. En consecuencia, se empezó a pensar en la 
posibilidad de que la molécula responsable de la actividad neurodepresora no 
fuera·· un péptido, como se había propuesto. 

La otra posibilidad sería que además del péptido hubiera alguna otra 
sust:ancia, de naturaleza no peptídica, que tuviera alguna de las caracterís
tica_ fisiológicas que se habían atribuído originalmente a la HND. 

Se decidió investigar la conducta de esta_ fracción sobre los dos bioensa
yos. disponibles, el de la cadena ganglionar y el del tensorreceptor, para com
probar si los resultados se reproducían en ambos sistemas. Se observó que la 
fracción P-20,l-l,S2 a ,SPh ,l.50 proc.lucía neurodepresión en los dos bioensayos, 
y que, como se esperaba, a la cadena ganglionar había que aplicarle mayor 
cantidad que al tensor.receptor para poder ver el efecto claramente. 

Cuando se probaron alícuotas de este extracto tratadas con proteasas se 
observó que la actividad biológica era resistente a la degradación proteo lítica, 
y que la neurodepresión obtenida era de la misma magnitud que los extractos 
no digeridos. Los controles, como de costumbre, dieron los resultados esperados, 
indicando que las enzimas se encontraban activas. 

Cuanc.lo se sometió al extracto activo a electroforesis preparativa, a pH 
10.0, se obtuvieron dos fracciones, claramente diferencia bles, que presentaban 
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actividad neurodepresora. Estas fracciones se denominaron P-20, 1-l,Sza ,SP\'l, 
1.80 ,10-l. y ?-20,l-l,S.,_a.,SP1-i.,l.S0 ,10+'i• en función del corrimiento pre-sentado 
en csra electroforesis. Se debe rnencionar que en este cxpcrin1cnto, con10 en los 
anteriores, ra determinación de la actividad bio16gica en el tcnsorreceptor se 
hizo en presencia de PTX 10-" !.:, y se observó que dicha actividad se mante
nía. 

Estos datos mostraron, nuevamente, el hallazgo de ·dos fracciones neuro
depresoras, ahora por ·criterios electroforéticos. Una de ellas (P-20,1-1,Si<'• 
Sf\.. ,l.80 ,10-:i.) parecía corresponder a la HMD que se había descrito previamen
te, por sus características de neutralidad a pHs extremos; mientras que la o
tra (P-20,1-1,52 ,.. ,SPn ,1.80 ,10+5) mostraba un comportamiento totalmente nove
doso. 

Se decidió procesar a ambas muestras mediante CLAP, utilizando pa-.ra ello 
el programa 5, en donde se eluía isocráticamente con TEAF 10 mM, pH 3.5. Co
rno se puede observar en las figuras N2 21 y N2 22 la actividad neurodepreso
ra de ambos extractos se localizó en el primer bloque que se colectó, lo que 
hizo evidente que tales actividades prácticamente no se retenían en la columna 
de fase reversa, bajo las condiciones empleadas. Desde este punto de vis ta, 
el comportamiento de estas dos fracciones era semejante al obtenido con el lote 
P-19, en donde, como ya se dijo, se obtuvieron dos fracciones neurodeprcsoras 
por CLAP, que salían al principio e:' . ., la columna. 

Las dos fracciones obtenidas electroforéticamente a partir del lote P-20, 
después de ser cromatografiadas por CLAP como se indicó, mostraron actividad 
neurodepresora sobre los dos bioensayos, y ambas. se. mantuvieron en presencia 
de PTX 10- 4 M. 

También se analizó a la fracción P-20•1-l"S za ,SP", l .80 , 10-2. con las con
diciones del programa 6 y se observó material con absorbencia a 206 nm sólo 
en la parte isocrática del programa, sin que hubiera evidencia de que hubie
ra algo que se retuviera en la columna y que eluyera con concentraciones cre
cientes del solvente orgánico, en este caso metanol. Estos últimos resultados, 
como se verá :nás adelante, coincidieron con los obtenidos para otros lotes. 

En resumen, los datos obtenidos del lote P-20 indicaron que en los ex
tractos de t.o. del camarón blanco del Pacífico se podían aislar dos fracciones 
con actividad neurodepresora, con un p¡,¡ menor de 500, resistentes a la diges
tión con proteasas y cuyas características electroforéticas, una neutra a pH 
1.8 y pH 10.0, y la otra neutra a pH 1.8 pero con migración hacia el ánodo 
a pH 10.0, permitían su separación. E1 co.-,,portamiento de ambas en CLAP indi
caba que casi no se retenían en la columna usada, bajo las condiciones en 
que se estudiaron. Ambas fracciones ejercieron efectos neurodepresores sobre 
los dos bioensayos utilizados. 

En vista de que los datos sobre la naturaleza peptídica de la HND se 
habían hecho anteriormente sobre la cadena ganglionar abdominal (95), y en 
vista de los problemas que se habían tenido durante la etapa de transición 
de un bioensayo a otro ( 106), se decidió revalorar los hallazgos obtenidos du-
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rante esta última preparación (en donde se introduj.eron modificaciones al mé
todo original) con los de una preparac1on fresca, extraída en la misma forma 
que con la técnica tradicional. 

Así, se emp-ezó la extracción del lote P-21, corres.pendiente a aproxima
damente 2000 t.o., calentando inicialio1ente para desnaturalizar a las enzimas 
proteolíticas y luego se empleó agua para extraer. El extracto crudo que se 
obtuvo se sometió a digestión enzimática con pronasa B. Los contL·oles mostra
ron .. ·que la enzima se encontraba activa, sin embargo no se observó pérdida de 
la actividad neurodepresora sobre el ·tensorreccptor. Sobre la cadena ganglio
nar no se obtuvieron resultados claros y objetivos, puesto que existió una 
gran variabilidad de la frecuencia en toe.las las cadenas que se probaron. 

Se decidió "procesar a una alícuota de este extracto en Sep-Pak, para 
tratar de mejorar las condiciones de pureza de la muestra. Nuevamente se en
contró que la actividad biológica se· recuperaba en la fracción·· no retenida en 
el cartucho y eluída únicamer1te con agua. Este extracto .s.e désalificó para dis
minuir el contenido de sales que podrían interferir con :165 .. bioen"sayos. A dife
rencia de la preparación anterior (P-20), ésta cont:eníá.'{una:<gran cant:fdad de 
sales pues el extracto se hizo en agua. ·:;·... · · 

··::.;;;~~·\ 'rft:-:-j:~~;:i;:::J:·;·:· :':,_~. ~" -! .-.-, ... • 

Cuando se .probó el efecto de la incubación'•~on\ pronasa: B·.· s'~b~~ ·la acti
vidad d~ la fracción P-21, 1 se observó una depre'sión '.'intensa· ·sÓbre el tensorne-

ceptor ~na::m::o~r:::::i:a d:a:::a 

1

:~::~i~nar al>~~~~~n ... a~if~~;~bi~·i· P-21, 1 di-
gerida no·mostró-ningún efecto neurodepresor,-.'.mientJ:".ª7':;;cfue::.·una alícuota no di
gerida si era,;_ef~7ti;va para disminuir la frecuencia}.dj:;Jdisp.aro espontánea • 

. ·. • E~t~s:.i~su1iidos parecieron reproducirse c:J~ndbri';,_s condiciones de sepa
. ración .. en ·':eL Sep,.-Pak fueron optimizadas, aunque-.·. el. efecto en esta ocasión no 
fue ···tan''~cl'ar·o ,· ya· que no todos los triplicados dieron el mismo resulta do . 

. ·.'·i.;i;._:·.;bte.nción. de estos datos parecía indicar que en el extracto P-21 exis
tían al •menos dos sustancias con diferente susceptibilidad a la digestión enzi
mática, pues una perdía su actividad cuando se la incubaba con pronasa B, 
mientras que la otra no lo hacía. Pero además, los resultados parecían suge
rir que los bioensayos eran específicos para cada una de las sustancias, pues
to que en el tensorreceptor se podía visualizar a la sustancia resistente a la 
proteólisis, mientras que la cadena ganglionar identificaba al material sensible 
a la digestión enzimática. Esta suposición, incluso, parecía explicar por qué 
antes se había asociado a la HND con un péptido, pues el ensayo utilizado era 
el de la cadena ganglionar (sobre una motoneurona~, y por qué cuando se em
pezó a util.izar al tensorreccptor (una neurona sensorial) como método <le ensa
yo rutinario, únicamente se cncont.raba material neurodcprcsor de nat.uraleza no 
peptídica. 

Sin embargo, estos experimentos se hicieron justo antes de que los ani
males mostraran claramente que se encontraban enfermos. Una. de las consecuen-



- 122 -

cias de dicha enfermedad era que no se podían obtener registros confiables 
ele sus neuronas; adem,is, el tej-ido se volvió muy friable y se desgarraba muy 
fáci1n1cnt.e. Posteriormcnre, incluso, ni siquiera se pudieron obtener regisfros 
de la actividad neuronal. Está por demás mencionar que los expcriment.Os rt.?:i.
lizados durante esa éooca fueron t.otaln1entc caót.icos, y que no se les poc.l_ía 
tener ninguna confianZa. 

Cuando, después ele tres meses, los animales mostraron signos de recupe-' 
rac1on y ya se podían ob1.ener regist.ros aceptables, nuevarnenLe se repitieron 
los últimos experimentos descritos y no se pudieron reproducir los resultados 
que se mencionaron. Todas las veces que se probaron los extractos sobre 1.os 
dos bioensayos, en ausencia y en presencia de enzimas proteolíticas, el. resul-: 
tado fue siempre el mismo: actividad neurodepresora sobre ambas prepa.¡::-aciones 
biológicas, resistentes a la digestión enzimática. 

-,,'.·": 

Se conc1.uyó que los resultados iniciales obtenidos con 1.a cadena· g;;_nglio
nar podían no ser confiables en función de que probablemente los anima1.es ya 
se encontraban enfermos cuando se realizaron esos experimentos. 

En vista d2' 1.os resu1.tados obtenidos con los dos 1.otes anteriores, se de
cidió volver a iniciar una nueva preparac1on, pequeña, con el fin de confir
mar o desc"artar si en efecto existía un péptido con las características de la 

·HND • 

. Así se inició la preparac1on de1. lote P-22, correspondiente a 2000 t.o., 
haciendo 1.a extracción acuosa, después de haber calentado para desnaturalizar 
a 1.as: proteasas. E1. extracto crudo que se obtuvo se sometió directamente a ul
trafi1.tración a través de una membrana con un rango de corte de 500 de PM. 
Esto se hizo para ver si desde 1.a etapa del extracto crudo se podía reprodu
cir e1. ·dato de que la sustancia responsable de la actividad neurodepresora era 
menor de 500 de P?-.1. Después de dos u1.trafiltraciones se demostró que la mayor 
cantidad de actividad neurodepresora había atravesado la membrana, indican
do que en efecto su PM era igua1. o menor de 500. Fue posible ver el grado 
de filtración alcanzado midiendo el contenido de sales en ambos compartimien
tos. Se observó que después de las dos ultrafiltraciones, el contenido en sales, 
medidas como Na+ y K-+", en el compartimiento mayor de 500, era menor del 2.5 
% de la cantidad original. Como la actividad biológica se ubicaba en e1. mis
mo compartimiento que 1.as sales, fue necesario desalificar al extracto. Median
te 1.a extracción de la fracción liofi.1.izada con metanol absoluto, se observó que 
se podían e1.iminar alrededor del 70% de 1.as sales. 

La digestión enzimática con pronasa B de la fracción P-22<500d no tuvo 
ningún efecto sobre la actividad neurodepresora, en esta etapa del extracto, 
en los dos bioensayos uti1.izados·. La cadena ganglionar abdominal en este caso, 
no mostró que hubiera a1.guna molécula susceptible de proteólisis, que perdie
ra su .actividad biológica. 

Luego se inició c1. fraccionamiento clectroforético de1. extracto P-22<500d, 
a pH 1.8 en papel. La primera•. ser.ie .. de electroforesis rea1.izadas seguramente 
se hicieron con sobresaturación del soporte, pues la resolución fue muy pobre 
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)' prácticamente no hubo separación de bandas. Este efecto probablcn1cntc fue 
provocado por haber concentr:ido mucho a1 cxtrncto P-22<500d, con 1.:i idea de 
no tener que hacer una cantidad exorbitante de electroforesis, corno hubiera 
pasado con una solución más diluida. Cuando se comp;:iraron los resultados de 
las electroforesis prepara"tivas con los de una electroforesis analítica (ver fig. 
N• 24), se observó que existía una gran diferencia y que la segunda sí había 
resuelto bien a los diferentes componentes de la mezcla. 

Al analizar por bioensayo e~ donde había quedado la actividad biológica 
en las hojas de electroforesis preparativas, se observó una zona muy grande 
que presentaba actividad, desde +l hasta -5, dividido en cuatro bandas. 

Se decidió volver a someter a electroforesis a pH .1.8 a: cada una~d~· las 
fracciones activas, pero ahora optimizando las condiciones, de manera "que' no 
se entorpeciera el corrimiento de las bandas. Lo que se hizo fue aplicar menor 
cantidad de muestra en el origen, aunque esto implicara un mayor número de 
electroforesis para poner todos los extractos en el mismo nivel. 

Una vez que se analizaron por bioensayo las. frac.ciones obtenidas a pH 
1.8, todas aquellas que fueron activas se sometieron a electroforesis a pH 10.0 
y se repitió el ¡:.receso. Todos estos experimentos se mostraron resumidos en las 
Tablas N" 1, N" 2 y N" 3. 

La electrofore.sis .a pH. -10.0 mostró ser un medio eficaz para separar 
varios contaminantes, .·tal .c~mo se puede observar en las figuras N• 25 y N• 

a 
26. 

Después de aria1i;._á."r cuidadosamente los resultados de las electroforesis 
se pudo apreciar claramente que existían cuatro fracciones con actividad neu
rodeprcsora, lo: cu,al· .. resultaba sorprendente, pues era la primera ocasión en 
que se encontrában,.·tantas bandas con una acción semejante. Tales fracciones 
.fueron P-22 la, p.:..22 lb, P-22 II y P-22 111. 

Los comportamientos electroforéticos de cada una de las fracciones se 
muestran en la. Tabla N" 4. Estos datos se obtuvieron al volver a someter a 
electroforesis, a los respectivos pHs, a alícuotas de cada una de las fraccio
nes, con el, fin de constatar si en condiciones de mayor pureza presentaban el 
mismo comportamiento. Y se demostró que así fue. Aún más, se hizo un experi
mento en donde se mezclaron alícuotas de cada fracción, y después de separar
las por electroforesis, se analizaron _por bioensayo; el resultado fue que se ob
tuvo neurodepresión· en cada una de las posiciones correspondientes a cada ban
da, lo cual confirmó que después de haber sido separadas, al volverse a mez
clar, podían volver a separarse en la misma forn1a, y sin rnenoscabo de su 
actividad. 

Vale la pena, en este punto, abrir un paréntesis para hacer algunas 
consideraciones sobre el uso que se estaba haciendo de la picrotoxina en los 
bioensayos. lnicialrnentc se había empezado a utilizar a la picrotoxina en for
ma rutinaria en los bioensayos porque sabíamos, de acuerdo a los reportes de 
la literatura, que el GABA podía provocar neurodepresión sobre el órgano ten-
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sorreceptor de los crustáceos, y como. la picrotoxina. es un antagonista _del 
GAl3A, pues al parecer interacciona con .el receptor de GAB1\ provocando una 
inhibición no competitiva ( 124), mediante la administración de la droga·. se pre-. 
tendía deshacerse del ruido que pudieran causar las· fracciones que contuv.ic-
ran GA13A. · · 

La concentración de PTX que se estuvo utilizando durante·'müC::ho• tiempo 
fue la de 10-4 M, basados en la información que se había adquir,ido' :p.reviamen:..:. 
te durante la estandarización del bioensayo, en el labora torio· de_l :,. Dr. ,Hugo 
Aréchiga, del Depto. de Fisiología y Biofísica, del ClNVESTAV;' ·en·•·el ;.•lPN • 

lote 
que 
era 

. :·:;,.'·' -. 
Durante la purificación de los diferentes extractos·; y· ·en partícula~ en el 

P-22, nos percatamos por algunos controles que se enviaban· a bioensayo,· 
la picrotoxina ·no estaba cumpliendo adecuadamente sus funciones; pues no 
capaz de suprimir la inhibición generada por GABA en el tensorreceptor. 

Se hizo una curva de sensibilidad del tensorreceptor al GABA, para ver 
desde qué concentraciones se podía observar efecto depresor. Se observó que el 
umbral variaba de acuerdo a los diferentes tensol.·receptores usados, pero es 
probable que esos cambios en la sensibilidad se explicaran en función de la 
propia variabilidad biológica intrínseca de cada unidad y de cada or~anismo. 
No obstante, se pudo establecer que a partir de concentraciones de 10- M de 
GABA ya se obtenían respuestas evidentes de neurodepresión. A medida que se 
aumentaba la cor1centración de GABA, el efecto era más impresionante, y el pe
ríodo para alcanzar la recuperación total eró. más la.rgo. 

Luego se ·evaluó la concentración adecuada de .picrotoxina para contra
rrestar los efectos de GABA, y en función de los resultados que se mostraron 
en la Tabla· N9 5, se decidió que en lo consiguiente· se ._usarían concentracio
nes en, el. orden de 10·3 M de picrotoxina. 

Se .•. puede apreciar, por dichos resultados, que parece existir una especie 
de "umbral" de concentración por abajo del cual la picrotoxina puede bloquear 
a éoncentraciones equimolares de GABA, e incluso en relación 1:2; sin embargo, 
una vez sobrepasado dicho "umbral", la picrotoxina ya no puede bloquear al 
GABA ·.en una relación mol a mol. Este resultado probablemente se explique por 
una conjugación de la ley de acción de masas por una parte, y por la afini
dad del receptor por su sustrato natural, en contraposición con la afinidad 
que muestre por la picrotoxina. 

Las concentraciones de 1 x 10"3 M, y. 3· x 10·" M de picrotoxina no pare
cieron _provocar ningún daño sobre. la~ preparación biológica, y tampoco desen
sibilizaron al receptor de· GABA, pU:-esto~ que se podía volver a obtener la misma 
respuesta del tensorreceptor una vez ·:que se. lavaba ·1a preparación, se elimi
naba la picrotoxina del medio, y SC>Volvía a someter a la misma dosis de 
GABA. El único efecto que mostró ·.•la:·.aplicación de la PTX sobre el tensorrecep
tor fue una ligera excitación (dépcndi~nte •·de la concentración). 

Se hizo también la obser~:._.;;-¡ó:n ci'.e que .las "soluciones de picrotoxina "en
vejecían" y que ya al cabo. de ·_cuatro días habían perdido más de la mitad de 
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su capacidad de bloquear al GJ\Bi\ en el ténsorrcceptor. Se debe mencionar que 
una buena parte de los re5ult.u.dos de bioc-nsavo realiz.:1doS hasta esta ~poca se 
habíar1 ol>tcnido con soluciones de picrotoxina - "envejecidas" .. y que por lo tan
to, cuando se ha 1nencionado que la activid.3.d neurod~ .. L>rcscrn de una fracción 
se mantenía a pesar de la presencia de picrctoxina, en realidad queda la du
da. de si ese resultado fue válido o no, dependiendo de cuanto tiempo tuviera 
la solución desde su preparac_ión. 

Cuando nos percatamos de esta situación, se le 
ponsable de. realizar los bioensayos que se utilizara 
cada bioensayo, con el fin de evitar, en la medida 
dos falsos positivos. 

sugirió a la persona res
picrotoxina fresca para 

de lo posible, los resulta-

Posteriormente, también nos dimos cuenta de que las soluciones recién pre
paradas de picrotoxina presentaban menor actividad bloqueadora, que cuando 
se probaban después de 30-60 minutos de ·haberse preparado. Tal. vez esta con
ducta se explique pensando que este tiempo de "activación" es necesario para 
que la molécula se hidrate perfectamente y alcance su configuración activa en 
solución. ·Para controlar este factor se optó por preparar la solución de PTX 
antes de empezar a disecar. al tensorreceptor. 

El hecho de haber trabajado durante algún tiempo con soluciones "enve
jecidas" de picrotoxina., y el que la concentración de dichas sol.uciones estu
viera por abajo de las condiciones óptimas para. bloquear con un mayor margen 
de seguridad la interacción con el receptor de GABA, hizo posible que durante 
el procesamiento inicial del lote P-22 se hubieran identificado cuatro fracciones 
elcctroforéticamente distinguibles, que poseían actividad neurodepresora sobre 
el tensorreceptor. 

La única forma de tener éxito en la purificación de una sustancia bio
lógicamente activa, cuando no se poseen otros métodos para localizarla, es por 
medio del seguimiento de su actividad biológica. (por bioensayo), eliminando 
las fracciones inactivas y prosiguiendo el procesamiento de aquellas fraccio
nes que muestran actividad. Esta fue la razón por la cual tuvimos que ras
trear a la actividad neurodepresora a todo lo largo de las hojas de electro
foresis, con el consecuente hallazgo de que existían cuatro fracciones neuro
inhibidoras. Bajo las condiciones empleadas no había forma, desde el punto de 
vista fisiológico, de diferenciar a una actividad de la otra. 

Cuando se solucionaron los problemas de la picrotoxina y se adquirió 
confianza en su efectividad para bloquear al GABA, se sometieron alícuotas de 
las fracciones P-22 la, P-22 1 b, P-22 11 y P-22 111 a bioensayo sobre el ten
sorreceptor en ausencia y en presencia de PTX 3 x 10-3 l•l. Tal como se repor
tó en los resultados de la Tabla N" 6, las cuatro fracciones deprimieron al 
tensorreceptor en ausencia de la PTX. Sin embargo, cuando se probaron con 
PTX, las fracciones P-22 lb y P-22 11 perdieron su efecto inhibidor, lo que in
dicó que éste había sido bloqueado. En cambio, las fracciones P-22 la y P-22 
111 mantuvieron su efecto. 
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Nos prcgunt.arnos, en respuesta a cst.os resultados., si el efecto depresor 
de P-22 la y P-22 111 se debía a otro mecanismo que no involucraba al recep
tor de GAilA, o si lo que estábamos viendo era resultado de una mayor concen
tración que no dejara actuar eficazrnet~te a la picr.otoxina. _Se decidió diluir a 
estas muestras y aplicar solamente la mitad de lo inyectado en el experimento 
anterior; al poner la picrotoxina se observó que la actividad de la fracción 
P-22 111 en efecto se bloqueaba, mientras que la <le la fracción P-22 1 a se 
mantenía. 

Estos da tos indicaban, para la fracción 
vados eran dependientes de la concentración, 
la picrotoxina podía bloquearla fácilmente. 

P-22 111, que los efectos obser-
y que una vez que ésta disminuía, 

En cambio, la actividad de la fracción ?-22. la no se. vió afecta.da por 
este tratamiento. Puesto que esta. fracción. mostraba ·u:n ·comportamiento diferen
te al de las otras fracciones, ·en. cuanto·:a.'-sU resistenc:ia al -.bloqueo con la 
picrotoxina. se pensó que probablemente '·el,: mec_anisrno, de _acción <le esta . frac
CJ.On era distinto al de las otras,. y.-.'· que :tal :vezJno ·se ·estaba implicando al 
receptor de GABA en la respuesta.': del_'..:'ten'sorreceptor :ca ':la· aplicación de esta 
muestra. · · _;; ··: ' ·':Y \'' · ':~:::.>:•, '. ,'o .°.:: · · ''. '; :,, :: C:' .-~ .. , 

~:.:~,i~~~~Ú~J!~1~~~;;~;~~~~f ]~~·ii~i~t~~[f~~~~~'t1~~j ·~~r~;;~. ·~n d•:;¡;~'.; 
Al· dansÜnr a p..:.22. la é:omó•· se>móstró;:en::'lá .figura N9 27, solamente se 

observarori· cUatro: manchas adicióriale_s a loi¡; sUbprodué:tos normales de la reac-
ción.·; ~::", 

·La 'mancha A, además de ser muy abundante, mostraba cambios en su co
loración con el transcurso del tiempo, pasando de una fluorescencia verde ama
rillenta al principio, y luego se observaba como una mancha azulosa. en la pe
riferia con un centro blanco-amarillento. Esta. mancha desapareció después de 
la hidrólisis ácida. sin embargo, al redansilar al material remanente en el 
tubo se volvió a observar en- la misma posición y con las mismas característi
cas de coloración, lo que indicaba que el DNS-producto era lábil a las condi
ciones de hidrólisis, pero que no se descomponía la molécula original (por lo 
tanto dicha mancha no debería corresponder a un péptido, puesto que de ser 
así se hubieran observado manchas correspondientes a DNS-aa y hubieca desa
parecido por completo la mancha A, aún bajo las condiciones de redansilación). 

En cuanto a la mancha B, ésta no se dansiló, sino que mostró una ab
sorbencia muy intensa a la- luz UV. lo cual le daba un aspecto negruzco. El 
material de esta mancha era tan abundante que de alguna fonna altecaba un 
poco el corrimiento de las otras manchas. sobre todo en la primera dimensión. 
Dicha mancha no sufrió alteraciones por la hidrólisis ácida y se observó siem
pre con las rnistnas caract.eríst.icas. Debe mencionarse aquí que en un cxpcri.
tnent.o realizado posteriormente. al dansilar a homarina pura se observó una 
mancha que presentaba las mismas características que -la mancha B. por lo que 
es muy probable que la identidad de dicha mancha corresponda a homarina. 
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La mancha C, por su parte, mo.stró un· compor~amiento más o menos pare
cic.lo al e.le di-DNS-Lys, aur1que corr~o un poco menos en la primera dimensión. 
Se debe 1nencionar que una rnancha con las misn1a s características se h.nbia ob-. 
servado en una preparación anterior de llND (106). 

Finalmente, la mancha D, que fue muy tenue, se ubicó en una posic1on 
arriba y ·a la derecha de la mancha A, no cambió sus características c.lesnúés 
de los diferentes tratamientos, y siempre se observó igual. NÓ se .cric·o.ntró

0 

nin-
gún DNS-aa que comigrara a esa posición. . ;: 

Es importante recalcar que en el caso de la fracció_n P'."'.22·-.1ri·; .. ;no ·se .ob
servaron nuevos productos dansilables después de la·.- hidrólisis:.: ácida",·-' lo cual 
parecía indicar que en dicha fracción no había ningún· péptido;:que":~or hidró
lisis· rindiera am·inoácidos. 

Se comparó el comportamiento .de la mancha A 'con algunos · DNS-aa que se 
sabía que migraban a una posición 'cercana a la de dicha mancha-, para ver 
si se podía identificar con alguno de ellos. Como ya se mencionó anteriormente, 
se probaron DNS-GABA, ONS-Val, DNS-~-Ala, DNS-a:-aminobU.tírico y DNS-Pro. Con 
el fin de comparar mejor el corriiniento de cnda uno ·de estos productos con la 
mancha A, se decidió aplicar ambos en el origen, de manera que corrieran al 
mismo tiempo, bajo las mismas condiciones. 

Como se mostró" en la· :figura. N• 28 el único DNS-aa que cbmigró exacta
mente con la mancha A<.füc:·DNS-Pro. 

Un resultado :_que_'·ápoya en forma indirecta a la identificación de la man
cha A con DNS-,Pro;::, fú.e/que. se sometió ésta última a la hidrólisis ácida, y en 
efecto se .. obs.ervó.-;:C:{ue?Ta._mayor parte del producto desaparecía, generándose 
DNS-Ol·l, ·,el-; cÜ.aFé:•s'éríaJ<'un producto de la hidrólisis, y el cual no se había vi
sualizado antes;; de~:'la> hidrólisis puesto que se estaba trabajando con el patrón 
puro de" L,1,~S~~E~: Cyéase la figura N• 29). 

papel p;:¿"J~f~~:f€6~~",,' 1s0: ~~élijoº;t(~~3 ~~e la Pro puede estar jug"ando algún 

También se decidió hacer un experimento de dansilación con algunas ca
tecolaminas y sus mctabolitos, con el fin de observar si algún DNS-derivado de 
éstas podría corresponder a la mancha A. ·En· total se probaron diez sustan
cias, y de ellas solamente la mctanefrina dió ·un DNS-producto que parecía. co
migrar con la mancha A, aunque no completamente, como se puede observar en 
la figura N• 30. Existe también la evidencia ele que la mancha A no podría 
corresponder a mctanefrina porque ésta, como se esperaría, da varios DNS-pro
ductos, derivados de las diferentés combinaciones que se obtendrían al reaccio
nar el D~lS-Cl con los diferentes grupos -NH:i. y -OH que tiene la molécula de 
metanefrina. · 

Se analizó la fracción P-22 la por CLAP, utilizando las condiciones del 
programa 6, y se observó que a 206 nm se podían visualizar ocho picos (ver 
la figura N• 31). Se colectaron estos picos. _por separado y luego se dansilaron, 
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para ver si se podía relacionar a alguno de estos picos 
manchas que. se habían visto antes por dansilación de la 
efecto se pudo establecer que el pico 4 del cro1natogrnn1a 
chas A .Y C, mientras que la mancha B estaba totalmente 
An1bos picos, como se puede observar en la finura N'2 31 
durante el período isocrático del programa usado. 

con 1.:ts diferentes 
rnis1na fracción. En 

contenía a las 1nan
incluídn en el pico S. 

salen de la columna 

Puesto que el programa .6 de la CLAP mostró que se podía separar a la 
fracción P-22 ta en ocho componentes, se utilizó el mismo sistema en forma sc
mipreparativa con el fin de obtener mayor cantidad de cada uno de los com
ponentes de dicha fracción, para poder estudiarlos por separado. 

Cuando se probaron sobre el tensorreceptor el equivalente a 12.5 .t.o. de 
cada pico se observó actividad neurodepresora en la fracción P-22 la,CLAP"'I 
(correspondiente al pico 4 de la figura N• 31). Dicha actividad fue totalmente 
bloqueada cuando se aplicó la misma dosis en presencia de PTX 1 x io-.3 M. A 
la misma concentración ningún otro pico mostró actividad biológica. Sin embar
go, al i'lyectar el equivalente a 25 t.o. de la fracción P-22 la,CLAPs, sí se 
pudo observar un efecto neurodepresor. 

Posteriormente se aplicaron dosis más grandes de cada pico, para ver si 
los resultados mencionados en el párrafo anterior eran reproducibles. Cuando 

·se inyectó el equivalente de 25 t.o. se encontró actividad neurodepresora en 
las fracciones P-22 la,CLAP,._ , P-22 la,CLAP3 y P-22 la,CLAP'+. La actividad 

de estas fracciones fue totalmente suprimida en presencia de PTX 1 x 10-3 t.!. 
Sólo cuando se aplicó el equivalente a 50 t.o. se pudo ver algún efect:o netiro
depresor en la f;:-acción P-22 la,CLAPs (véase la figura N• 32). 

Estos resultados fueron interesantes pues se debe recordar que original
mente la fracción P-22 la se había mostrado resistente a 1 efecto de la picro
'toxina; sin embargo, al separarse en sus componentes se observó que varios 
de ellos poseían actividad neurodepresora sobre el tensorreccpt:or, pero dicha 
actividad fue bloqueada por la picrotoxina, por lo cual es posible pensar que 
la resist:encia a la picrotoxina, observada en la muestra no fraccionada, se 
debía a la suma de las actividades de sus componentes, los cuales proba ble
mente estaban ejerciendo un efecto sinergético cuando se encontraban mezclados. 

En cuanto a la fracción P-22 la,CLAP8 vale la pena hacer algunos co
mentarios. Este pico eluyó en una posición en donde claramente se mostraba 
que estaba fuertcment:e retenido en la columna de fase reversa, ya que fue ne
cesario que la concentración de metanol fuera elevada para que eluyera. En 
una. ocasión anterior se había. observado, con otra preparación, que en una 
posición semejante eluía un pico con actividad neurodepresora sobre la cadena 
·ganglionar abdominal (106). Sin embargo tal pico no apareció consistentemente 
en otras preparaciones diseñadas para obtener H~D. Y lo que es más, aún en 
la preparación en donde sí apareció, cuando se colectó y probó nuevamente en 
el bioensayo ya no mostró actividad biológica. 

Durante la purificaci6n del lote P.-22, nos llamó la atención que en CLAP 
apareciera un pico con las características de la fracción P-22 la ,CLAPa , pues 
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en detern-:.inac.lo momento é-sc ?Odrín ser el candidato para identificarlo con la 
li:~D, en base a cxpcri..:-nci.:is .:intcriorL ... s. Sin c:nbn.rgo, consistc11tL ... 1:1cnte se obser
vó que era neceso.rio inyectar !_1t·and~s c.:i.ntidadcs de est~t fracc,ión p.:i.r.:i obte
ner respuestas rad.s bien pobres .. 1nient.r-.:is que con los otros cor.ar1oncnt.cs se ni:-
cesit.:iban dosis rnás pequeñas p:irn obtener respuestas casi satui-antcs .. por lo 
que la n1ayor parte de la actividad de la fracción P-22 la no se poc.iíu atri
buir a su contenido do.! P-22 la ,CLAP8 • 

El hecho e.le que ~siempre se tenía que poner ma.yor cantic.la.d del pico 8 
que de los otros, en el bioensa.yo, para observar su actividad neurodeprcsora. _ 
imposibilitó estudiar su comportamiento ante la picrotoxina, debido a la ;es_ca---
sa cantidad de muestra con la que se contaba. ---

Se decidió aborda.r el problema con otro enfoque. Para ello ie:;'-~---:;',,\;Yi.~i2:$ 
suficiente fracción P-22 la,CLAPs, por el método establecido, -y -se:•-decidi-ó"!'ha- __ 
cer una digest:ión con pronas a B, para ver si se le _¡:>odia atrib"Uir'.,:Lú-l-:-¿a_r:-aci:"e-r -
peptídico a esta sustancia. ~-,-:.~-- ·~¿~~-;.:~;~,~~/f~t·{~~~~~-:~f:J;~~::.~~~-\~ · · 

::.:.,;;·.".'l•>';¡;·' ,. 

Los result:ados del bioensayo fueron negat:ivos tant:o para :ta:\'alÍéuoia··di
gerida, como para el control posit:ivo que no se había ,incubado::con-\la_:(!nzima. 
Una de las explicaciones para est:e result:ado es que la fracc"ion',-; P-22_-» la ,CLAPs 
se hubiera in activado espont:áneamente y por eso no se veía-. actividad, aún 
cuando se estaban aplicando el equ;valentc a 50 t:.o. sobre el tensorreceptor. 
Sin embargo, en este punto vale la pena mencionar_ que _el_ -t:iempo t:ranscurrido 
entre la purificación de esta fracción por CLAP_ a part:ir de P_-22 la, su incu
bación y su ensayo en el t:ensorreceptor, fue muy corto (no -sobrepasó las 36 
hrs), y uno hubiera esperado ver al menos un poco de act:ividad, en función 
de experiencias previas. 

La otra explicación, por supuest:o, 
fracción era inactiva desde el principio, 
en el bioensayo era una respuest:a falsa 

para est:os result:ados, 
y que lo que algunas 

posit:iva. 

es que dicha 
veces se veía 

Es import:ante mencionar aquí que, en experiment:os paralelos realizados 
con extractos de glándulas sinusales de Procambarus bouvieri y de Procamba
rus clarkii, que se prepararon para obtener ilND y horrnona hiperglucemi.:tntc, 
y que sobre el tensorreceptor mostraban un efecto neuro<lepresor, al purificar
los por CLAP bajo las mismas condiciones del pro3rama 6, nunca se encontró 
algún pico con las característ:icas cromat:ográficas del pico P-22 la ,CLAPs de 
Pcnacus vannamei, ·y sí, en cambio, se obtuvieron picos en la zona isocrática 
del programa, los que 011 colectarse y probarse most:raron neurodepresión en el 
bioensayo (da tos no publicados). Este punto es relevante puesto c¡ue anterior
mente se había demost:rado que la H:JD de Penaeus vannamei se comportaba., fi
sicoquímicamcnte, en forma idéntica a la H:~u de Procambarus bouvieri (95). 
Si la fracción P-22 la,CLAPs de P. vannamei hubiera correspondido a la H:!D, 
hubiera debido esperarse que en P. bouvicri y P. clarkii se encont:rara una 
fracción con características cromatograficas semejantes, pero no fue así. 

En cambio, en lo que sí coincidieron los cxtract:os provenientes de las 
tres especies, fue en que t:odas mostraron actividad ncurodeprcsora sobre el 
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tensorreceptor. y que los picos responsables de dicha actividad se encontraron 
sicn1pre al principio de los cron1.:::i.togra1r.as. 

Puesto que durante la purificacié-n electroforética .se habían obtenido va
rias fracciones con actividad neurodepresora {P-22 11, P-22·1b. P-22 11 v P-22 
111) se hicieron una seri.c de experimentos para tratar de caractcriza1· a· di
chos materiales. Ya sabíamos. por la literatura, que existen algunas sustan
cias. principalrnente aminoácidos, que pueden presentar ciertos efectos sobre el 
tensorrcceptor abdominal de los crustáceos {56.57.55). Se decidió eºstudiar una 
gama de posibles candidatos para ver si alguno de ellos podría correlacionar
se con alguna de las fracciones del lote P-22 . 

. Los criterios que se establecieron para la identificación fueron los si
guientes: al que mostraran el mismo comportamiento elcctroforético. tanto a pH 
1.8 como a pH 10.0. que las fracciones referidas; b) que provocaran neurode
presión sobre el tensorreceptor abdominal; c) que mostraran el mismo compor
tamiento ante la picrotoxina, que las fracciones mencionadas; y d) que pre
sentaran las mismas características cromatográficas en CLAP. 

Los resultados de es1:os diferentes experimen1:os ·se rnost:raron resumidos en 
las Tablas N" 8 y N• 9. Así, desde el pun1:o de vista electroforético, se pudo 
establecer una asociación entre las sustancias probadas y las fracciones obte
nidas, 6.e la siguiente forma: la Pro most:ró un comportamiento parecido a las 
fracciones P-22 la ·y P-22 11; la Tau mostró una conducta similar a P-22 lb; 
el GABA, r.> -Ala, Ala,. Lys y dopamina, mostraron características semejan1:es a 
P-22 111. La h!='marina, -por su parte, se most:ró to1:almen1:e neu1:ra a amb-:>s pHs, 
lo que la asemeja a una de las características descritas previamente para la 
HND •. 

Desde el punto de vis1:a del criterio cromatográfico en CLAP, bajo las con
diciones del programa 6 se puede decir lo siguiente: la Gln mostró un compor
tamiento similar a P-22 la ,CLAP3 ; t:anto GABA como ?ro mostraron un 1:iempo de 
retención que se ubicaría en el lugar en donde aparece P-22 la,CLAP4 ; y la 
homarina se comportó en forma parecida a P-22 la ,CLAPs • 

· Sobre el tensorreceptor produjeron una ncurodepresión. muy notoria los si
guientes: GABA. Tau, Gln, f.>-Ala, Arg y Asp, en orden descendente en cuanto 
a su potencia inhibidora. La actividad de todos ellos fue bloqueada cuando se 
realizó el bioensayo en presencia de PTX 3 x 10--. M. 

También se hizo una det:erminación de GABA en las cuatro fracciones ob
teriida·s, por un método enzimático muy específico, el cual sólo reconoce a GABA. 
y en mucho menor medida al ácido gamma-amino-beta-hidroxibutírico. Tal como 
se mostró en la Tabla N• 10. se encontró GABA en las cuatro fracciones obteni
das del lote P-22, en diferen1:es proporciones. La fracción P-22 11 l fue la que 
mostró una mayor cantidad de GABA. como era de esperarse por el comporta
miento electroforético de esta sustancia a los plls utilizados. Sin embargo, es 
notable la observación de que en las otras fracciones tambi~n se detectó GABA, 
sobre todo porque su conducta elcctroforética diiiere de la d~l aminoácido. Esto 
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quiere decir que a pesar de la gran cantidad de electroforesis que se realiza
ron para separnr a las distinta.s fracciones, no se pudo ccnscguir elir:1inar to
talmente al GABA de ellas. 

Aunque es posible que no se haya recuperado la cantidad total de GABA 
que se encontraba originalmente en los t.o., por pérdidas durante el proces..;
miento clectroforético. principalrnente, si uno surna las cantidades encontradas 
en cada una de las fracciones del lote P-22, se obtiene la cantidad de 77.05 
nmoles en 10 t.o., lo que implica una concentración de 7.705 nmoles por tallo 
ocular (0. 7805 ug). 

Esta constituye la primera evidencia bioquímica que 
cia de GABA en el toalla ocular de los crustáceos, apoyada 
troforéticos, cromatográficos y enzimáticos, así como por 
fisiológicas. 

demuestora la existen
por criteriqs elec
sus características 

En forma casi simultoánea, el Dr. Ubaldo García, del Depto. de Fisiología 
del ClNVESTAV, reportó experimentos preliminares en donde determinó la presen
cia .de GABA en las diferentes regiones· del tallo ocular, por medio de CLAP. 
También en el mismo trabajo, se describió que en las muestras incubadas en 
solución de Van Harreveld normal se observaba una liberación basal de GABA 
de aproxim'adamente 22.8 pmoles/t.o. Dicha liberación basal no varió al supri-

. mir el Ca"'"-t del medio. Al incubar en solución de 40 mM de K+, en presencia de 
ca-++, se observó un incremento en la liberación de GABA, alcanzando un va
lor de 68.6 pmoles/t.o. Este incremento en la liberación desaparecía al incubar 
en ·solución libre de ca-+-+ (125). 

Existe una diferencia de un poco más de cien veces en los valores encon
trados por el Dr. García y los reportados en este trabajo. Sin embargo, debe· 
tomarse en cuenta que los valores descritos en el párrafo anterior correspon
den a los que se obtienen durante la liberación, mientras que el otro valor 
se refiere al contenido total de GABA en el tallo ocular. Por otra parte, los 
valores de liberación de GABA se obtuvieron en Procambarus clarkii, mientras 
que el contenido tata l se estableció en Penaeus vannamei, y esa discrepancia 
tal vez podría explicarse en función de la diterencia de especies. Tal vez de
bería considerarse que el tamaño y peso de un tallo ocular del camarón es a
proximadamente diez veces mayor que el del acocil. 

Puesto que el comportamiento electroforético .de la fracción P-22 lb era 
muy semejante al presentado por la Tau, se decidió hacer una cuantificación 
de este aminoácido en dicha fracción. En efecto se encontró que en P-22 lb se 
obtenía una gran cantidad de Tau, que presentaba aproximadamente una con-
centración de 472 nmoles/t .o. · 

Probablemente esta alta concentración de Tau en el tallo ocular se pue
da explicar, en parte, por el hecho de que el extracto original se hizo a par
tir de tallos oculares completos, que incluían a la retina, y se ha propuesto 
que la Tau juega un papel de neurotransmisor en las vías nerviosas relaciona
das con la retina. De cualquier forma,. este dato constituye, hasta donde se 
tiene conocimiento, el primer reporte de cuantificación de Tau en el tallo ocu
lar de los crustáceos. 
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Se hi.l reportado que en algunas especies de invertebrados la Tau puede 
estar descntpeñand.o t..:in1bién un pape~ de osinore,gulador intr<.icclulL1r. junto con 
otras sustancias, ccino un an1011. or_san1co que cornpense en cierta forn¡a a lo::; 
cationes inorgánicos cxistCntcs en los tejidos y fluidos biol6gicos. Así, se ha 
reportado que: en t~l tejido nervioso de Carcinus tr.acnas., la concentración de 
Tau y de Ala cor.tribuye al 10% de la µresion osmotica total del axoplasma 
( 12ó). Los valores de Tau encontrados en el tallo "ocular del camarón corres
ponden., aproxitnadamcn-tc, a los reportados en nervios periféricos del cangre
jo. Si la Tau está, o no, jugando un papel semejante en el tallo ocular, no lo 
podemos decir en este momento. 

En vista de que en las preparaciones anteriores no se había podido en
contrar, convincentemente, a una molécula de naturaleza peptídica a la cual 
se le pudieran atribuir las características de la H~JD, y puesto que la única 
fracción que en determinado momento se le podría asemejar fue 1.a fracción 
P-22 la ,CLAP8 , por su comportamiento diferencial en comparación con los ami
noácidos, se decidió investigar si se estaba llevando a cabo algún tipo de 
inactivación de la molécula, el cual fuera responsable de que no se le pudiera 
observar durante el proceso de purificación. 

Para ello se decidió utilizar un método ultra-rápido que nos permitiera 
obtener a esa fracción pura, con unos cuantos pasos. De esta forma se evita
rían tiempos prolongados de procesa.niento y condiciones agresivas. Se pensó 
que si se disminuía el tiempo entre el aislamiento y la purificación d<: esa 
fracción, y se probaba rápidamente en el bioensayo, las posibilidades de que 
se pudiera obten"r un resultado positivo se incrementarían. 

Así, se empezó a tr.abajar con el lote P-23, correspondiente a aproxima
damente 570 t.o. Una vez obtenido el extracto crudo, en medio acuoso, se le 
sometió a un proceso de separación por quim.ioadsorción, empleando los cartu
chos de Sep-Pak. La estrategia de elución del extracto ~n los cartuchos estuvo 
fundamentada en los resultados obtenidos previamente con la CLAP, cuando se 
utilizó el programa 6. 

El primer lavado se hizo con TFA 5 m?.! en agua, pH 3.0, y cuando se 
analizó por bioensayo se observó una gran actividad neurodepresora. El equi
valente a 2 t.o. de esta fracción P-23,SP-1 fue capaz de deprimir intensamente 
al tensorreceptor, y en presencia de PTX 1 x io-"' M se siguió observando dicha 
depresión. 

Por su parte, la fracción P-23,SP-2, cuando se aplicó sobre el tensorre
ceptor en una cantidad equivalente a 10 t.o. mostró excitación. Este resultado 
fue sorprendente porque nosotros hubiéramos esperado que en est.a fracción elu
yera un componente semejante.a P-22 la,CLAPa, puesto que el lavado se hizo 
con TFA 5 mM en metanol al 50%. Sin embargo no sucedió así. 

Finalment.e, el. tercer lavado del Sep-Pak, P-23,SP-3, que se hizo con me
t.anol absoluto y TFA 5 mM, mostró un cierto grado de neurodepresión cuando 



- 133 

se aplicó al tensorreceptor el equivalente a -30 t-º· Cuando. se probó la misma 
dosis de P-23,SP-3 en presencia de PTX 1 x io-"?> ~.í, ºse ol>servó que la dcpt·c
sión persistía. 

Sin embargo, al repetir el experimento, se observó que aúnque todavin se 
lograba obtener una ligera neurodeprcsión con el equivalente. a: -30- ~·º·, dicho · 
efecto se podía bloquar totalmente mediante la adición de picrotoxina. 

En un experimento control, realizado en forma paralela, en donde se ana
lizaron los lavados correspondientes del Sep-Pak, al cual no ··se le había colo
cado muestra alguna (es decir, se hizo una corrida en blnnco), también se ob
servó una disminución en la frecuencia de disparo espontánea. del tensorrecep
tor cuando se le inyectó la fracción obtenida con el lavado de TFA 5 m~.I en 
metahol absoluto~ Este dato podría estar indicando que la actividad observada 
con la fracción P-23, SP-3 se debía más bien a un artificio, y que ta 1 vez era 
una respuesta inespecífica. 

Luego, al anal.izar a cada una de estas fracciones por CLAP, utilizando 
el programa 6, se observaron los resultados esquematizados en las figuras N" 
36 a 38. Resultó obvio que las únicas fracciones con actividad neurodepresora 
cluyeron al principio de los cromatogramas de P-23,SP-l y P-23,SP-2, recogidas 
ambas en el primer bloque. Este comportamiento cromatográfico fue idéntico al 
que se había observado anteriormente en otras preparaciones. 

Cuando .se analizaron las fracci.ones obtenidas cromatográficamente a par
tir de P-23,SP-3'. (figura · N.". 38), ninguna mostró actividad neurodepresora en el 
bioensayo, ·ni siquierá el bloque C, que contenía un pico semejante a P-22,la, 
CLAPs. · ·· · L~ · 

Esta serie de e;cp~;,::¡_ü;.,;ritos~'cd~mostró que, aún cuando se acelerara el 
proceso de purificación~'.):la·s.•':.Ü.nica.s:>frac.ciones que mostraban actividad neuro
depresora eran las. que;'::rii:>\':::s.;,;~.retenían fuertemente ni en los cartuchos de Sep
Pak ni en la columna:• de.•'.•.féJ.se:·i•re:°versa; y que eluían al principio del croma to-
grama. _,-; -;~;~~~[li:::i"'t;~w~-~~?-~·::S;~,~-< 

. Estos resultadd~.;·kp~~~~i;f{.','. e°fl buena medida, los datos obtenidos en los 
lotes anteriores,'· referentes:•a. que· la actividad neurodepresora de los tallos o
cul.ares est.aba _as~ci'B..da·.:.::_a".~,;:componentes que no se retienen en sistetnas cron1ato
gráficos de fase ·rev'ersa ;·•,bajo las condiciones empleadas. Y, por otra parte, 
restaron fuer.za a.·o.ia•<:hipót°esis de que el pico P-22 la,CLAPs estaba directamen
te involucrado co.n dicha actividad biológica. 

Én el .lote ·P.-24, además de procesar al extracto en forma ránida, como 
·en el lote anterior, se decidió in·cluir en la estrategia que a la niitad del ex
tracto 'se le adicionara albúmina sérica bovina al 1%, para intentar disminuir 
los posibles efectos de adsorción inespecífica en las paredes de los tubos, y 
también como medio de protección. A la otra mitad no se le agregó albúmina, 
y funcionó como control para comparar si aquel tratamiento permitía observar 
una actividad neurodepresora diferente en cuanto a su comportamiento cromato-
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previamente se hizo un control que nos indicó 
efecto sc-brc el tensorr~'ceptor. 

que la 

Cuando se probaron !iobre el tenscrreceptor las diferentes fr41.ccioncs ob
tenidas de la separación en Sep-Pak se obtuvieron los resultados que se mos
traron en la pág. 110. Como se indicó ahí, las únicas fracciones que mostra
ron actividad neurodcpresora fueron P-24,A,SP-1 y P-2L., B,SP-1, las cuales se 
habían eluído únicamente con TFA 5 mM en agua, pH 3.0. Dichas fracciones se 
tnostraron fcancan1ente neuroc..lepresoras cuando se probaron en dosfs de 2, 1 y 
0.5 t.o., y el efecto producido no fue bloqueado por picrotoxina 1 x 10-3 M. 
Sin embargo, al diluir las muestras y aplicar el equivalente a 0.25 ·t.o. en
tonces sí se pudo observar el e~ecto bloqueador de la picrotoxina. 

Estos datos m·ostraron que, como ya se había constatado anteriorm<:;nte 
(ver Tabla N2 5),debe existir una relación adecuada entre la picrotoxina· y los 
agonistas del receptor de GABA, para que la droga pueda ejercer. su efecto blo
queador. 

En cuanto a las· otras fracciones salidéc>.s del Sep-Pá.k, no se pudo obser
var ningún _efecto"·n·eurodepresor en ellas, ni en las tratadas con BSA, ni en 
las no tratadas;: ni··.-.siquiera cuando se pro~aron dosis tan altas como 60 t.o. 

Le ·cLAP de:la::·ir'aé:ción P-24,A,SP-l, bajo las condiciones del programa 
7 (véase la :.fig. ;·N2 ---39), confirmó los resultados que se habían obtenido ante
riormente, o sea, que toda la actividad neurodepresora que se había observa
do en el extracto crudo del lote P-24 se ubicaba en la fracción P-24,A,SP-l, 
CLAP-A, ·es dec·ir aquella que eluye al principio de la columna de fase rever
sa. Se debe mencionar que cada uno de los bloques colectados a partir de la 
CLAP se trataron con BSA al 1%, para aumentar las medidas protectoras. Tam
bién se vio claramente que cuando se aplicaban dosis suficientemente peque
ñas de esta fracción (0.25 t.o), la picrotoxina era capaz de suprimir su efec
to neurodepresor. 

En esta ocasión el gradiente de metanol se llevó hasta 100% para ver si 
no había nada con caracter neurodepresor que se retuviera fuertemente en la 
columna, y que bajo las condiciones del programa 6 no se hubiera visto. El 
resultado, en este respecto, fue negativo, como ya se mencionó. 
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e o N e L u s l o N E s 

Tratando de resumir todos los datos y evidencias preS!ltados en este tra
bajo podemos decir lo siguiente: 

1) Se confirmó que en los tallos oculares del camarón blanco del 
Pacífico Penaeus vannamei (Boone)· se encuentra una actividad neurodeprc:sora 
que es capaz de inhibir la frecuencia· de disparo de dos tipos diferentes de 
unidades neuronales. Una de ellas es la neurona f-5, de la tercera raíz del 
tercer· ganglio abdominal, la cual· es ·una motoneurona. La otra constituye la 
neurona de adapt:ación lenta, RM-,1, del órgano tensorrecepl:or abdominal, la 
cual es una neurona sensorial. 

2) Se constató que.• existe un cruzamiento fisiológico entre la activi
dad neurodepresora extraída·. de Penaeus vannamei, el cual es un crusi:áceo de
cápodo marino, con los receptores neuronales de Procambarus bouvieri y Pro-
carnbarus clarkii, los cuales son·::·crustáceos <lecápodos fluviales. --

pre se 
ble en 

3) La actividad,_-tleurodepresora extraída 
asoc10 con una· fracción termoestable (75º, 3 
agua y también en inetanol. 

de P.cnaeus vannamei siern
min), dializa ble, muy solu-

4) Se encontró que·· el PM de 1.a actividad neurodepresora es menor 
de 500, pues fue capaz de ai:ravesar una membrana de ultrafiltración con un 
rango de corte de 500 de PM. 

5) En múltiples ocasiones· se pudo observar que la actividad neuro
depresora a la que nos referimos presentó una marcada resistencia a la diges
tión enzimática con proteasas corno la pronasa B y la proteinasa K. Este com
portamiento se reprodujo en. diferentes estados de pureza de la muestra, por· lo 
tanto se postula que una sustancia de naturaleza no peptídica está asociada 
a la actividad neurodepresora; 

6) Se diseñaron diferentes estrategias para tratar de conseguir la 
purificación de la actividad neurodepresora a partir de tallos oculares liofili
zados de P. vannamei. Los esquemas generales fueron: . 
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a) extracción con agua; diálisis; cron1atogrnfía. de exclusión 
molecular en. Sephadex G-25 fino y Sephadex G-15; cro1naíografía líquida de al
ta p~csión e~ colurnnas de fase reversa. con diferent.cs sistcn1as clt.! solventes. 

. . b) extracción con metanol, éter de petróleo, agua y cloroformo; 
diálisis; éroÍna.tografía de exclusión molecular en Sephudex G-15, ccin diferentes 
sistem·as:. de,.:'elución; quimioadsorción en cartuchos de fase reversa; electrofore
sis en -p-apel· a: pH l.S y pH 10.0; cromatografía líquida de alta presión. en 
columnas_.:_de ·fase reversa. 

. . . . c) extracción con agua; diálisis; ul trafiltración; extracción con 
metanol;:»·eléctroforesis en papel a pH 1.8 y pH 10.0; cromatografía líquida de 
alta presión, en columnas de fase reversa. 

" ... ,.,. 
.d) ·extracción con· agua; diálisis; quimio_adscir.ción en cartuchos 

de. fase.reversa; cromatogr<'lfí<'l, lí~uida de alta presióri, "en·:columnas de fase 
reversa·~ ·'-' - ".:·:·,:.'./.t3~~~:Yi-·{>·. 

Du"J.a.·~ie_ to.clas las_ etapas.·dé- purificación; .:la: .. -. .. actividad neurodepresora 
.fue localizada:-e·n -las·:, diferentes fracciones por bioensayo, ·utilizando principal
mente. al· tensorre'céptor .. 'á. bdomina l, y ocasionalmente .. :~··a;· .. ,, la .cadena ganglionar 

abdominal~·.· . ·•.··.· .. ;::::;:.~~;-~~::'f}J;~~->i< , · . · . : }/tjJ~;{~\,[~f:):/ ... 
tró 
(de 
bre 

7) Depend.iéndo id.e:?la estrategia 
0

de,:pur.ifj.cá.Ción utilizada, se encon
que la acÜvidads'1i"rieüródéi·>res6ra se podía .• ae.sdoblai:)/. en varias fracciones 

~fsbt'oe~~~~d::~}~~~i·J~fl~Í<'ln~ ca~a una, cn~~ª~ff,~§~sticas neurodepresoras so-

3) Cuando'•'!;;eJ·:'élPlica.ban. sobre:.·el'•.'tenso:r:.7ecéptor .en concentraciones 

~~:·~~~~: • ·:: ::Jfü;t~:~i3"Q:fiff ;?~~i~t~f~f~~~~1~~2:ic::o:;:n:•º'::::::,_ 
dad dos .fraccionesc:C:orí .~actividad,_·neU:rodep~ésoraéL'.(B:'cl-/y .B'."'.'5), por crornatogra
fía líquida de.· alt<'l: ¡pr};i_sió_TI. ·; 'sé' m()stró\que./el2,tiempo '·de• retención de una de 
ellas (B-5) era·· semejari.te ··al .... tiempo:'..de.iretención·,. de· GABA. bajo las mismas con-
dicio~es. , - · _; · · .- ·-,·-~.-.·_:_;·:'; ,.---· --~ ·· · .·-. ·-· · 

El análisis/c(uímico medü1nte·tl;~ni.C:as de dansilación no reveló la presen
cia de algún péptidá. en estas "dos'· frác.ciones. Solamente se observó la presen
cia de una mancha .. qúé migr'aba' muy· cerca. pero no igual, a la posición que 
ocuparía DNS-GABA, bajo las condiciones utilizadas. 

10) t.\ediante procedimientos electroforéticos se pudieron aislar, a par
tir del lote P-22, cuatro fracciones activas: P-22 la, P-22 lb, P-22 lb y P-22 
·111. Por comparación con el comportamiento elcctrofbrético, bajo las mismas con
diciones, de varios patrones se pudo cst.ablecer que: a) prolina se comportaba 
en forma semejante a P-22 la y P-22 11; b) taurina se comportaba igual que 
la fracción P-22 lb; c) el comportamiento de la fracción P-22 111 era semejan
te al mostrado por GABA, {3-alanina, alanina, lisina y dopa.mina; y d) la ho
marina se comportó en forma neutra. es decir sC mantuvo en el origen tanto a 
pH 1.8 como a pH 10.0. 
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11) El análisis químico por darlsilación de estas fracciones mostró 
que: en la fracción P-22 111 SC'" ·encentró entre otrcs cotr.?>ucstcs, a n:~S-G:\B:\, 
y la fracción P-22 lb ?nostró clarar.1cnte, entre otrus mañchas, a DNS-Tnu (da
tos no 1nostrados aquí); por su parte l..:i fracción P-22 In n~ostró, entre otras, 
a una n1anchn l\ que se asoció, por evidencias indirectas, con DNS-Pro, ocu
pando una posición muy cercana a D~-!S-GABA. Esta m.:incha A c.lemostró caractc
risticns de coloración muy especiales. Por su parte, la mancha B que apareció 
en este experin1ento correspondió n homarina. 

12) Al separar, mediante CLAP, a la fracción P-22 la, ésta se des
dobló en ocho component:es principales. De ellos, el pico P-22 la,CLAPq mostró 
actividad neurodepresora en forma consistente, a todas las dosis orobadas. Los 
picos P-22 la,CLAt>2 y P-22 la,CLAP5 mostraron efectos· a dosis m.;dianas, y el 
pico P-22 la ,CLAPs sólo mostró efecto neurodepresor en algunas ocasiones, y 
siempre que lo hizo fue a dosis muy eleva.das. 

Al da.nsilar a los componentes de la fracción p....:22 .la después de haber
los separado por CLAP, se encontró que el pico P~22. la ,CLAP4 , que había mos
trado la mayor actividad neurodepresora, contenía a la·- mancha ,A, que se men
cionó arriba. 

· 13) Al comparar· el comportamiento cromatográfico.,de diferentes pa-
.trones con el de·los componentes de la fracción P-22 la, en_·CLAP, se encontró 
que el pico P-22 la ,CLAP4 aparece en una posición en la que eiuyen GABA y 
Pro, _los cuales npenas son. separables en el sistema usado .. 'Además, el pico 
P-22 la,CLAPs apareció en la posición de "la homaririá.., .: 

14>' El comportamiento de: la mancha A obtenida; por da ns ilación de 
la fracción· P-22 la fue muy parecido. al ;que se .oJ:>tµvoXpor dansilación del pi-
co B-5 del lote P-19. - · · .. < .-. . . . ·.·.·. ,··~<-

15) El anáÜsis .de . hi'di:'61.isi.i y dan;il~~i6'~ de la fracción P-22 la 
no mostró la aparición de DN~aa,- por ·10 que se, piensa ·que dicha fracción no 
contiene péptido alguno. '···-· ···'"'·' ·· •· · ·,"·· 

l~) La ~racciói;}·~~~~;zli~~f;;;_;i_tfé·\~~~(ri~ii7'idad neuro?epres~ra resis-
tente a la p1crotox1na, pero.-:al·;·.il.nil.li.zar.-:ca,·:sus·.:·componentes act1vos, estos fue
ron bloqueados por la. drog·a;·:";·Esto~:nos'i'ohace''~pénsá·r · que la resistencia que se 
observó es debida a una~·ac'ción:ci;S'in'(?rgética'.:::é:ié. sús' componentes. 

·,.~i.,· . . . •. ·'. .- '· -~ -·- .• ~-. -. " -·. ' .. ' . . . ;- - • 

17) Siempre que:'s.¡;- ¡:;,;,;b¿; '.1a 'a'ctividad neurodepresora e luyó de los 
cartuchos de Sep-Pak, en ºformá·,'.con'sistente;·· en el primer lavado, que contenía 
un medio tota !mente acuoso.·" · · · · 

En los diferentes experimentos de CLAP, siempre se pudo asociar activi
dad neurodepresora a la fracción que eluía. ·primeramente en los cromatogramas, 
y que constituía el primer bloque que se colectaba. 

18) Las fracciones eluídas en el primer bloque, en la CLAP, siem
pre mostraron sobre el tensorreceptor que dosis pequeñas podían generar efec
t:os muy notorios, como cabría esperar de una interacción fisiológica. 
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19) La comparación de los extractos de tallos oculares· enteros ele 
Pcnaeus· vannamci. con los extractos de gl.:.i.ndulas sinusalcs .. de Procnmbarus 
bouvieri v Procambarus clarkii, mostró que las actividades neurodcpt-esoras de 
las tres especies estaban. asociadas con el primer bloque .. que eluía de las co
lumnas de fase reversa, en la CLAP -

20) Se confirmó que el tensorreceptor a,bdominal ·:·.de. los··crustáceos 
es una preparación relativamente ·inespe.cifica en<.cuanto a.·.su respue.sta, ·y se 
pudo demostrar que cofapuestos tales como GABA, Tau •. Gln·;'.;¡3..,-Ala;:·,.A.rg.,y .. Asp, 

podían provocar neurodepresión en este bioensayo~ .· ·.·; · .. :',~Lt:';;[~/~?i?.:i:i)}< 
21) Se demostró la existencia. de· ·Tau .en.::los U1.llc:í~i~::o.c1,~)ares.¿•.por di

~e~1':~~~~0':11étodos, y su cuantificación indic_ó. que existían,;,ri,1¡:.~t~.!~·~;~,fü;!Jfe 472 nano-

., ·· -:-~-·-_(;_~~;,:.::. ~.?:)_~i*r~~~~-~-áz.-.::,: · , 
22) También se demostró,·; por .. primera ocas1on, · que;¡:lo.s:·;i:ta llos ocu

lares contienen GAllA, mediant.e diferentes técnicas,· y se.: determinó··;·.· con un en
sayo.enzimático específico, que su concentración es de alrededor;' .de· 7. 705 na
nomoles/t. o •. 

23) La mayoría de los · dati:.s aquí _presentados sugieren que, al me
nos .en parte, el GABA (o alguno de sus análogos funcionales) parece estar di
rectamente involucrado en la acción de lo que aquí se ha denominado la acti
vidad ne.urodepresora de los tallos ocul~res de Penaeus vannamei. 

24) A lo largo de este trabajo no se encontraron evidencias sólidas 
que apoyaran la hipótesis de que existe un péptido en los tallos oculares que 
posea actividad neurodepresora sobre las preparaciones biológicas utilizadas • 

. Entonces ¿a quién se pueden atribuir ias características que se habían 
asign":do :inicialmente a. la llamada Hormona Neurodeprespra? 

25) Si se comparan algunas de las caracterí~ticas presentadas du
rante el aislamiento del Factor 1 (ver INTRODUCCION, pag. 7), con las carac
terísticas.:de ·la actividad neurodepresora de los. tallos oculares del camarón, 
que ·se· han descrito en este trabajo, se pueden encontrar varias semejanzas. 
Ambas demostraron ser termoestables, tener un PM molecular pequeño, ser dia
lizables y sumamente solubles en agua y en metanol. Además, ambas son capa
ces de inhibir la f~ecuencia de disparo del tensorreceptor de los crustáceos, 
y cuando se aplican en dosis adecuadas, sus efectos pueden ser bloqueados 
por la adición de picrotoxina. 

Además, el Factor l se localizó en las fibras nerviosas inhibidoras, tan
to del sistema nervioso central como en el sistema nervioso periférico de los 
crustáceos, y de acuerdo a múltiples evidencias de carácter fisiológico, este 
factor mimetiza los efectos del transmisor inhibidor neural. 

También 
del Factor l. 

se 
De 

describió ya 
igual manera 

que el GABA es un componente 
se demostró aquí que el GABA 

muy importante 
parece ser un 
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componente muy importante de la actbridacL neurodepr_esora 
los tallos oculares. 

que se obtiene de 

En un estudio enfocado a tratar de clucid.:-ir cu.:ll era el componc-ntc nc'ti
vo del Factor l, se dernostró que por crorr:.atografía en p·apel, usando corno fase 
móvil a la mezcla n-butanol:ác. acético: agua (/,:1 :5,v/v/v), la fracción B del 
Factor l mostró un Rf= O.L.-0.5. Se pudo demostr<lr que, en el mismo sistema. 
tanto GABA como GGBJ\ poseían el mismo Rf (véase la Tabla A). De la misma 
forma, durante estudios realizados para caracterizar a la H~D. se ·utilizó en 
algunas ocasiones el mismo sistema croma"tográfico, en papel y en capa delga
da, y se observó que la sustancia que se identificó como H~~D tuvo un Rf= O.L.5 
(95,106). 

Cuando se han· inyec"tado ex"tractos de tallos oculares con actividad de 
HND en acociles íntegros, se observan cat11bios en su conducta locomotora, la 
cual disminuye o se detiene, y el animal adquiere una conducta muy tranquila, 
que le hace parecer que estuviera paralizado. De igual forma se ha reportado 
que la inyección de Factor 1, así como de GJ\BA, en el acocil entero, provo
caba que el anil"!'al cayera en una parálisis fláccida (16). 

Una gran cantidad de estudios han generado evidencias muy sólidas de 
que el GABA es un neurotransmisor inhibidor ·en múltiples organismos. 

Ahora empezamos a vislumbrar que no es muy prudente el pensar, sobre 
todo en lo referen"te al sistema nervioso, que los mensajeros químicos involu
crados en los procesos neurales cumplen una sola función, como se creía en el 
pasado. Más bien. lo opuesto parece ser la regla. Así, existen ejemplos en 
donde se aprecia que dependiendo del lugar en donde actúen, las estructuras 
con las que interaccionen, la forma en que se liberen, etc., una molécula, que 
debiera ser vista como un informador químico, puede desempeñar el papel de 
un neurotransmisor, de un neuromodulador o de una neurohormona. Los ejem
plos son variados: noradrcnalina, serotonina, dopa mina, sustancia P, encefa
linas, TRH, etc. 

Exis"ten evidencias que postulan un papel neuroendócrino para el GABA, 
en el ·sistema hipo"tálamo-hipofisiario de los mamíferos. En éste la liberación 
de GABA de algunas "terminales. hipotalámicas puede influir sobre la liberación 
de prolactina en la hipófisis (127). Evidentemente, en esta situación el GABJ\ 
no está cumpliendo una función de neurotransmisor inhibidor clásico. 

El hecho de que se haya encon"trado GABA en diferentes regiones del ta
llo ocular, y que se hayan dis"tinguido dos "tipos diferentes de liberación, una 
basal o tónica, y una fásica (125_) tal vez permita especular que la liberación 
tónica de GABA esté ejerciendo un control sobre la excitabilidad neuronal. 

Resulta claro, de todo lo expuesto aquí, que las evidencias obtenidas no 
nos permiten afirmar hoy, en forma concluyente, que el GABA (o alguno de sus 
análogos funcionales) pueda estar desempeñando _un papel neurohur.iora 1 en los 
crus"táceos, cumpliendo un papel de modulador de la excitabilidad neuronal. 
Sin embargo, pensamos que existen algunos datos que sugiererl que dicha posi
bilidad debería estudiarse más a fondo, de· manera que se obtengan más resul-
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tados que permitan descartar, o bien con.firmar, esta hipótesis. 

·En este. sentido, debería probarse si el GABA (o alguno de 
es capaz, o no, de reproducir, total o··parcialmente, los efectos 
descrito para la Hormona Neurodepresora •. : 

sus .:i ná logos) 
que se han 
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A N E X O 1 

Los programas· util.izados durante los diversos experimentos de cromato
grafía líquida. de alta -presión se "introdujeron al microprocesador de la siguien
t.e manera: 

flujo = ml/min 

duración = minutos 

% B porcentaje del solvente B en el gradiente 

S/E almacena/ejecuta 

PROGRAMA 1: 

tiempo función 

o flujo 

o señal C-R1A 

o % B 

20 señal C-RlA 

20 flujo 

Solvente A: metanol:agua (70:30, 

Velocidad del papel: 1 cm/min 

valor 

1 

1 

o 
2 

o 

v/v) 

Registrado a 254 nm; sensibilidad 0.2 AUFS 

La inyección se hizo en el minuto 1 

duración 

0.1 

20 

0.1 

S/E 

S/E 

S/E 

S/E 

S/E 

La muestra fue una mezcla de . acetofenona, nitrobenceno, benceno y to
lueno. 

Este programa se utilizó para la determinación de platos teóricos de la 
columna Ultrasphere-005, 5. um. 



PROGRAMA 2: 

tiempo 

o 
o 
o 

10 

40 

50 

65 
65 
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función -

flujo 

señal C-RlA 

~{, B 

º' 'º B 

% B 

% B 

señal. c...:R;¡.A 

flujo 

valor duración 

0.5 S/E 

1 0.1 S/E 

o 10 S/E 

100 30 S/E 

100 10 S/E 

O: 15 S/E 

2 0.1 S/E 

o S/E 

Solvente A: ácido trifluoroacétic_o-'(TFA) 5 mM en metanol al 10%, pH 3.0 

Solvente B: TFA 5 mM en metano~:- absoluto 

Velocidad del papel.: 1 cm/min: 

Registrado a 206 nm; sensihilid<l.d' 0.1 AUFS 
La inyección se hizo en el minuto 10 · 

PROGRAMA 3: 

tiempo 

o 
función 

flujo 

valor 

0.5 

O vcl. papel 1 

O % B O 

20(30) flujo O 

20(30) vel. papel O 

Solvente A: TFA 5 m1 .. 1 en agua, pH 3.0 

Registrado a 206 nm; sensibilidad 2.0 AUFS 

La inyección se hizo al mii:uto 2 

duración 

20(30) 

S/E 

S/E 

S/E 

S/E 

S/E 

En estos caso el registro se obtuvo en un graficador Kipp & Zonen, mo
delo 8041. 



PROGRAMA 4: 

tiempo 

u 
o 
o 

función 

flujo 
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vel; · papel 

···.flujo 
.. _ .. ,,, ' , 

valor duraci6n 

30 

/ 

S/E 

S/E 

S/E 

S/E 30 
30·. /:"el ;;papel 

1 

0.5 
o 
o· 
o 

Solvente .'.A::'formfa'to°''·'de·>tr.ietila.min·a ·°<TEAF) ·10 ml'-1~ 
Registrado a', zQ5i;'f'í~·~ .·· ~;;n~ibÍ.lidad ·. O;Z AUFS 

S/E 

pH 3.5 

La iny.ección .se realizó en el minuto. 2 

El registr.o se obtuvo en un graficador Kipp & Zonen, mod. BD41 

PROGRAMA 5.: 

tiempo 

o 
o 
o 

20(30) 

función 

flujo 

señal C-RlA 

% B 
señal C-RlA 

valor 

1 

1 

o 
2 

20(30) flujo O 

Solvente A: TEAF 10 mM, pH 3.5 

Velocidad del papel: 0.5 cm/min 

Registrado a 206 nrn; sensibilidad O. l AUFS 

duraci6n 

0.1 

20(30) 

0.1 

La inyección de la muestra se hizo en el minuto 2 

S/E 

S/E 

S/E 

S/E 

S/E 
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PROGRAMA 6: 

tiempo función valor duración 

u flujo 0.5 S/E 

o señal C-RlA 1 0.1 S/E 

º· 3 B o 15 S/E 

15 - º' B 15 20 S/E -~ 
35 % B 50. 15 S/E 

50 ~f> B o·.· 5 S/E 

55 señal C-RlA 2 0.1 S/E 

55 flujo o S/E 

Sol.vente A: TFA 5 rn:M en agua, pH 3.0 
Sol.vente B: TFA 5 mM en metanol absoluto 

Velocidad del. papel.: 0.2 cm/min 

Registrado a 206 nm; sensibilidad o.os. 0.1, 0.2 AUFS 

Se inyectó al. minuto 2 

PROGRAMA 7: 

tiempo función valoi:- duración 

o flujo 0.5 S/E 

o señal C-RlA 1 0.1 S/E 

o % B o 15 S/E 

15 % B 15 20 S/E 

35 % B 50 15 S/E 

50 º' 'º B 100 20 S/E 

70 % B o 10 S/E 

: so señal C-RlA 2 0.1 S/E 

80 flujo o S/E 

Solvente A: TFA 5 mM en agua, pH 3.0 
Solvente B: TFA 5 m1'! en metanol absoluto 

Velocidad del papel: 0.2 crn/rnin 

Registrado a 206 nm; sensibilidad 0.2, 0.5 AUFS 

La muestra se inyectó en el n1inuto 2 
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