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INTRODUCCION

/ En todos los Metazoarios, tanto el sistema nervioso como el sistema en-
décrino coordinan de tal manera las actividades de los diferentes érganos y te-
jidos en el cuerpo, que los animales pueden funcionar como unidades individua-
les. El sistema nervioso sirve para una comunicacién répida, esencial, por ejem-
plo, en las contracciones sisteméticas de los mésculos durante la locomocién.
Para ello, se necesitan complicadas cadenas de neuronas interconectadas para la
transmisién de impulsos, junto con la produccién, altamente localizada, de sus-
tancias quimicas tales como la adrenalina y la acetil-colina, las cuales son des-
truldas répidamente después de ejercer su accién./ El sistema endécrino utiliza
fluidos corporales circulantes para transportar sus mensajeros quimicos a érganos
blanco més o menos especfficos.’: Estas sustancias quimicas (las hormonas) toman
tiempo en sintetizarse y alcanzar una concentracién efectiva, y consecuentemen-
te deben tener una vida biolégica més larga queelas sustancias quimicas del sis-

tema nervioso, antes de que sean eventualmente destrufdas o excretadas. Por lo



tanto, las hormonas ejercen sus efectos en perfodos largos, y el sistema endé-
crino controla los procesos a largo plazo dentro del organismo, tales como el
crecimiento coordinado de los érganos o el mantenimiento de concentraciones
apropiadas de metcbolitos en la sangre y los tejidos.

Un animal obtiene informacién sobre las caracteristicas quimicas y fi-
sicas de su ambiente a través de receptores sensoriales. Esta informacién pasa
al sistema nervioso, en donde es organizada e interpretada, y se inician im-
pulsos motores que hacen que el animal reaccione en forma apropiada. Pero
tales reacciones no estén necesariamente fijadas en forma rigida.

La variacién de la conducta es el resultado de complicadas interaccio-
nes neuronales dentro del sistema nervioso centrali.

No debe suponerse que el sistema nervioso funciona en forma indepen-
diente del sistema endécrino. Es aceptable pensar que la actividad nerviosa cen-
tral en la mayorfa de los animales se ve afectada por hormonas.

Lo opuesto también es verdadero: la produccién de hormonas y su libe-
racién depende de la actividad nerviosa. En los animales, muchas respuestas
fisiolégicas o de desarrollo son resultado de los cambios en la concentracién de hor-
monas circulantes, causados pori impulsos nerviosos que se originan en la estimu-
lacién de érganos sensoriales particulares. Los sistemas nervioso y endécrino son
estrictamente interdependientes: la actividad normal de cualquiera de ellos re-
quiere la presencia funcional del otro.

Paradéjicamente, | existen muy pocos érganos endécrinos que se encuen-

tren ricamente inervados. Una excepcién es la médula suprarrenal en los verte-



brados ;7 Otros érganos endécrinos pueden contener fibras nerviosas, pero &stas
se encuentran asociadas, por lo regular, con el suministro de sangre a las
glandulas.

Entonces, ;cébmo puede la actividad nerviosa controlar a la funcién
endécrina? Hace més de 50 afios, Stefan Kopec sugirié que el cerebro larva-

rio de la polilla Lymantria dispar producfa una hormona que inducfa la forma-

cién de la pupa. Sin embargo, se puso muy poca atencién a los experimentos
de Kopec, especialmente cuando se demostré que en otros insectos, las glan-
dulas endécrinas epiteliales en la cabeza, las corpora allata, jugaban un pa-
pel importante en el control de la muda y la metamorfosis. En las mdriposas y
polillas, las corpora allata se encuentran cercanas al cerebro, y se supuso que
Kopec habla reinovido sin querer estas gléndulas, junto con el cerebro.

Pero durante los Gltimos 20 afios, las opiniones sobre la posible funcién
endécrina del tejido nervioso han cambiado completamente. En la actualidad se
acepta generalmente que la mayorfa, si no todos, los sistemas nervioses tienen
la habilidad de producir hormonas. Este nuevo concepto resulta de la demostracién
experimental de que los sistemas nerviosos centrales de los artrépodos y los verte-
brados contienen células endécrinas porﬁculares;} Estas células son morfolégica-
mente similares a las neuronas, con axones, dendritas, grénulos de Nissl, y neuro-
fibrillas. También son capaces de transmitir impulsos nerviosos, pero difieren de las
otras neuronas en doscaspectos importantes: a) sus axones no inervan a érganos

efectores tales como los mésculos, y tampoco hacen conexiones sinépticas con

otras neuronas; y b) producers sustancias, a menudo visibles en secciones tefii-



das de tejido nervioso, las cuales son liberadas de las terminacicnes de los axo-
nes y ejercen un efecto biolégico a cierta distancia. En efecto, las células son
neuronas que también producen hormonas y consecuer.:emente han sido llamadas

células neurosecreforas.,

En muchos animales, las células neurosecretoras se encuentran a menudo
reunidas en grupo. Las terminaciones de los axones de estas células se encuen-
tran ensanchadas por lo regular, y el material sintetizado por la célula se puede
almacerar ahf antes de ser liberado. Las terminales del axén se encuentran fue-
ra del sistema nervioso, estrechamente asociadas al sistema circulato.io, el
cual transporta las hormonas neurosecretadas a través de todo el organismo. En
donde un nGmero de células neurosecretoras se encuentran agrupadas, las termi-
nales de sus axones pueden formar érganos Eien desarrollados fuera del sistema
nervioso, y ya que estas estructuras estén combinadas con los vasos sangulneos,

reciben el nombre d¢ érganos neurohémicos.

/' Los células neurosecretoras de los invertebrados y los vertebrados son en
esencia similares, aunque es posible que las células de los invertebrados carez-
can de dendritas y todavia no se ha probado concluyentemente que puedan
transmitir Tmpulsos nerviosos.,jEl material elaborado por las células neurocsecre-
toras es, en su mayorfa, principalmente protelna, y reacciona en forma similar,
tanto histolégica como histoquimicamente, sin importar si es producido por cé-
lulas de invertebrados o de vertebrados. Ultraestructuralmente, el parecido es
a6n més estrecho: las partfculas neurosecretadas son, por io regular, esferas den-

sas de entre 1000-3000 A de diéretro, rodeadas por una membrana delgada.



/ Algunos células neurosecretoras, tanto en invertebrados como en vertebrados
producen vesfculas transparentes. Las esferas densas se originan en el aparato
de Golgi, de manera similar a la formacién de proteina en otras células en-
décrinas y gléndulas ordinarias. Pero ademés, la sfntesis, o tal vez la reorga-
nizacién, del material neuros;ecrefado puede llevarse a cabo en los axones de
muchas células neurosecretoras. Se considera que las neurofisinas, material
protefnico sintetizado en las células neurosecretoras de los vertebrados, son
acarreadores de las hormonas. Si esto mismo se puede aplicar a todas las neu-
rosecreciones de los invertebrados constituye aGn un punto problemético.

En los animales invertebrados las gléndulas endécrinas epiteliales, que
son &rganos endécrinos que se desarrollaron a partir de ganglios nerviosos trans-
formados, y las células neurosecretoras, estén presentes a menudo con érganos
neurohémicos bien formados, aunque no necesariamente juntos en el mismo gru-
po foxonémico;l AGn en animales complicados como los artrépodos, el ntmero

A
de gléndulas endécrinas epiteliales es mucho menor que en los vertebrados, y
en muchos grupos de invertebrados se encuentran ausentes. Consecuentemente,
los mecanismos endécrinos en los invertebrados son, por lo regular, més simples
que las intrincadas interacciones entre numerosas gléndulas endécrinas que pro-
ducen un nGmero rﬁayor de hormonas que caracterizan a la endocrinologfa de
los vertebrados. Debido a la relativa escasez de gléndulas endécrinas epitelia-
les en los invertebrados, los mecanismos neurosecretores adquieren gran impor-

tancia.

Sus propiedades duales, hacen a las células neurosecretoras los més



probables candidatos para transformar la informacién nerviosa en informacién
endécrina. El significado de los procesos neurcsecretores al coordinar los even-
tos de desarrollo dentro de un animal con las fluctuaciones ambientales, pue-
de demostrarse claramente en donde esfa funcién no se complica por la presen-
cia de otros numerosos mecanismos endécrinos. El sistema neurosecretor hipoté-
lamo-hipofisiario de los vertebrados juega el mismo papel que los sistemas neu-
rosecretores, més simples, en los animales invertebrados; el conocimiento de
estos sistemas debe preceder, seguramente, cualquier estudio de los mecanismos
mucho més exactos, pero mé&s complicados, que se encuentran en los vertebra-
dos.

Los invertebrados incluyen grupos que poseen gléndulas endécrinas epi-
teliales cuyas funciones pueden elucidarse por las técnicas clésicas de la ex-
tirpacién y la reimplantacién.; UAn nGmero muy pequefio de hormonas proceden-
tes de tales glandulas han sido purificadas, determinada su composicién quimi-
ca, y pueden, ahora, sintetizarse. Esto permite experimentos mucho més sofis-
ticados en los cuales pueden establecerse Ios‘efecfos de diferentes concentra-
ciones, la forma en que la combinaci_én de hormonas puede interactuar, cémo
puede afectar la introduccién de hormonas particulares en tiempos no naturales,
etc./Los bien desarrollados sistemas neurosecretores de algunos invertebrados
permiten investigaciones detalladas sobre los problemas de la produccién y libe-
racién de combinaciones de hormonas neurosecretadas ( 1 ).

| El sistema endécrino de los crustéceos no puede categorizarse tan fécil-

mente como el de otros invertebrados. Existe un par de érganos Y en la cabeza,
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los cuales son gléndulas endécrinas epiteliales anélogos a las gléndulas toréci-

cas de los insectos, y en los crustdceos machos, un par de gléndulas androgé-

nicas en la vecindad de los ductos esperméticos. Existen tres principales érga-

nos neurohémicos: la gléndula sinusal, en los tallos oculares en los crustéceos

pedunculados, y dentro de la cabeza en las formas con ojos sésiles; los érga-

nos. postcomisurales, detrés de |a comisura tritocerebral; y los érganos pericér-
dicos , en la vecindad del corazén. La mayor confusién ha sobrevenido sobre

la nomenclatura de las células .neurosecretoras que proveen a la gléndula sinu-
sal. Muchas de las células estén dentro del ganglio 6ptico, y se llaman érga-

nos X, pero al menos se han descrito cuatro érganos X, localizados en segmen-
tos diferentes de los ganglios épticos. Se han encontrado cinco distintas termi-
nales axénicas que difieren en forma, dimensiones y grénulos que contienen,

en la misma glé&ndula, y ya que los diferentes tipos de grénulos no estén mez-
clados dentro de las terminal es individuales, se comsidera que representan a

diferentes hormonas ( 2 ).

Hormonas neurosecretadas en los crustceos.-

Presumiblemente, debido a la facilidad de ensayar |as hormonas croma-
toforotrépicas en los crustdceos, la extraccién, purificacién e identificacién
de estas hormonas se ha desarroll ado més répidamente que la de las hormonas
de desarrol lo. Toda la evidencia disponible sugiere que las cromatoforotropi-
nas y las hormonas adaptadores a la luz del pigmento distal de la retina son

péptidos. Son inactivadas por proteasas y se comportan como péptidos cuando se



les separa por electroforesis y filtracién en gel ( 3 ). Se han purificado su-
ficientemente dos hormonas que permiten el anélisis de su composicién de ami-
noécidos. La hormona adaptadera a la luz del pigmento distal de la retina es
un octadecapéptido, con un peso molecular de alrededor de 2000 y los siguien-
tes residuos de aminoécidos: arginina (1), &c. aspértico (2), treonina (.l), se-
rina (2), &Gc. glutémico (1), prolina (1), glicina (2), alanina (1), valina (1),
metionina (2), isoleucina (3) y leucina (1) ( 4 ).

La hormona concentradora del pigmento rojo de Pandalus ha sido ca-
racterizada aun més: la hormona es un octapéptido con la siguiente secuencia
de aminoGcidos: &c. piroglutémico-leucina-asparagina-fenilalanina-serina-proli-
na-glicina-triptofano~NH5 ( 5 ). Se hasintetizado la molécula y la hormona
sintética tiene 1a misma actividad biolégica que la hormona purificada de los
tallos oculares. La hormona sintética de Pandalus no puede ser separada por
filtracién en gel, de las hormonas concentradoras del pigmento rojo de los ta-
llos oculares de Uca y Palaemonetes, lo cual indica que las tres hormonas
tienen el mismo o muy similar tamafio molecular. En forma similar, la hormo-
na adaptadora a la luz del pigmento distal de la retina no puede separarse,
por filtracién en gel, de las hormonas dispersantes del pigmento en los croma-
téforos, y estas hormonas aparentan ser péptidos de tamafios similares ( 6 ).

Existe alguna evidencia de que la hormona dispersante del pigmento ne-
gro en Ui esté asociada con un acarreador de naturaleza lipoproteica, y que
ambas se encuentran dentro de las células neurosecretoras y en la sangre.

La hormona hiperglucemiante de los crustéceos se ha purificado parcial-



mente y se trata de una protefna. Estudios comparativos sugieren que la es-
tructura molecular de esta hormona difiere entre especies.
La hormona cardioaceleradora, liberada de los érganocs pericérdicos de

los cangrejos, también es un péptido. En Cancer borealis, se han extraldo

dos péptidos cardioaceleradores, con pesos moleculares de aproximadamente
1000 y no se sabe aGn si se trata de distintas hormonas o si son productos de
degradacién de una sola hormona. Los experimentos diseiados para revelar la
presencia de una protelna acarreadora asociada a la hormona cardioaceleradora
en los érganos pericérdicos del cangrejo arafia Libinia d_u_kﬁ: no han podido
mostrar ningGn enlace de la hormona a una protefna, y han eliminado por
completo la posibilidad de la existencia de una protefna transportadora con
propiedades anélogas a aquellos de las neurofisinas en los vertebrados.

La evidencia existente en los insectos y los crustéceos apoya fuertemen-
te la nocién de que las hormonas neurcsecretadas son compuestos de natura-
leza protelnica o peptfdica. Los mecanismos neurosecretores de los artrépodos
caen en paralelo con aquellos de los grupos vertebrados, donde las hormonas

neurosecretadas son de una naturaleza quimica similar ( 3 N

En estudios previos sobre el acocil mexicano Procambarus bouvieri

( Ortmann) se ha detectado la existencia de una hormona con actividad neuro-
depresora, y se ha logrado aislarla, purificarla y caracterizarla ( 7 ). Esa
especie, sin embargo, presenta un problema para continuar los estudios sobre
esta molécula y es el de que es muy dificil obtener grandes cantidades de ma-

terial en vista de la escasez de estos animales. Este hecho representa un ohsté-
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culo para proseguir las investigaciones, tanto bioquimicas como fisiolégicas,
necesarias para acabar de definir la naturaleza y la funcién de esta hormona
en los organismos que la poseen.

En vista de lo anterior se decidié, en nuestro laboratorio, buscar un
modelo que eliminara el problema mencionado en el pérrafo que precede, y
que permitiera, por lo tanto, obtener grandes cantidades de material de estu-
dio; esto se lograrfa si encontrébamos una especie abundante, fécilmente dis-
ponible, en donde se pudiera hallar la misma molécula y que se pudiera tra-
bajar y medir con las técnicas con que ya contébamos.

Para comseguir este objetivo se realizaron estudios preliminares sobre va-
rias especies de crustéceos marinos con el fin de averiguar si se encontraba
una molécula con la misma propiedad neurodepresora que la que se habfa des-

cubierto en Procambarus bouvieri.

Se pudo detectar la actividad neurodepresora en dichas especies, medi-

das con el sistema montado para Procambarus bouvieri.

Esto satisfacta las condiciones que hablfamos puesto para cambiar de
especie en nuestras investigaciones y nos permitié escoger un modelo adecua-
do a nuestras necesidades.

' El modelo escogido fue el del camarén Penceus vannamei (Boone),

un crustGceo decépodo marino que se localiza en las costas mexicanas del
Qcéano Paclfico.
Por lo tanto, en este estudio se tomé el objetivo de aislar, purificar

y caracterizar la hormona neurodepresora de este nuevo modelo con el fin de
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conocerla a fondo, comparar los resultados con los obtenidos previamente pa-

ra Procambarus vouvieri, y tener material suficiente para proseguir estudios

que permitirén ampliar el conocimienio sobre las hormonas neurosecretadas y

su funcién en los organismos vivos.
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MATERIALES Y METODOS
MATERIAL

a) Limpieza del material.- Todo el material de vidrio utilizado en
este trabajo fue lavado previamente en una mezcla sulfonftrica (Gcido sulfG-
rico concentrado : &cido nftrico concentrado, 1:1, v/v), calentando dicha
mezcla hasta la emisién de vapores. Después se enjuagé el material con ogua

bidestilada y desionizada, quedando, asf, en condiciones de ser usado.

b) Animales.- Los tallos oculares utilizados fueron obtenidos de cao-

marones blancos del Paclfico, de la especie Penceus vannamei (Boone), cap-

turados en las costas de Mazatlén, Sinaloa. Son organismos que durante las
etapas juveniles de su ciclo biolégico ingresan a las zonas laguneras de la

costa o esteros, y después salen a mar abierto. Por esta razén, pueden ser
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caopturados en ambas zonas. Estos animales fueron utilizados sin distincién de

sexo ni edad.

c) Reactivos.- Todos los reactivos usados fueron del mejor grado de
pureza existentes en el mercado. En la preparacién de las soluciones, asf co-
mo en todos los procesos en general, se usé agua bidestilada y desionizada, a

la cual nos referiremos durante la exposicién de este trabajo simplemente como

agua,

d) Soluciones amo-rﬁguadoras.-
1) Solucién amortiguadora pH 1.8
Esta solucién se preparé utilizando 6c. férmico :_&c. acéti-
co glacial : agua, en las proporciones 1:4:45, v/v/v.
2) Solucién amortiguadora pH 10.0
Esta solucién se preparé usando carbonato de amonio 0.1 M
y ajustando a pH 10.0 con amonlaco.
3) Solucién amortiguadora pH 3.5
Se prepara utilizando piridina : &c. acético glacial : agua,
en las proporciones 1:10:89, v/v/v.
4) Solucién amortiguadora pH 6.0
Se prepara mezclando piridina : &c. acético glacial: agua,

en las proporciones 46:4:950, v/v/v.
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METODOS

a) Tinciones.~
1) Método de la ninhidrina.- Para uso general se emplea como
agente localizante ninhidrina al 0.25 % en acetona. Este método es muy sen-
sible y presenta pocas complicaciones. Es un método especifico para alfa-ami-
no&cidos que tienen su grupo amino libre, por lo que si la tincién resulta ne-
gativa, se puede deber a que el grupo amino terminal se encuentra bloquea-
do.

La técnica consiste en rociar las tiras de papel con un aspersor que
contiene la solucién de ninhidrina, hasta que el papel quede bien humedecido.
Después se colocan las tiras en el horno a 100°,durante 10 = 15 minutos, con
el objeto de desarrollar la colorqcién.

La mayorfa de los aminoécidos dan manchas azul-pGrpuras, con excep-
cién de histidina y glicina (gris-rojo); fenilalanina, tiresina y &c. aspértico
(azul); triptofano (café); esparagina (amarillo sucio) y prolina (amarillo). La
sensibilidad d» esta técnica comprende desde 0.2 pg para glicina, hasta 2 pg

para histidina ( 8 ).

2) Histidina: método de Pauly.- Esta técnica es especifica para
histidina y otros imidazoles.
Para realizarla se necesita la participacién de los siguientes reactivos:

Solucién I: Gc. sulfanflico al 1% en HCI 1 N.
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Solucidn IlI: nitrito de sodio al 5% en solucién a-ussa.

Ambas soluciones deben mantenerse en refrigeracién. S¢ mezclan vo-
l6menas iguaies, en frfo, 5 minutos antes de usarsc. En seguidu :e roclan sobre
las tiras de papel, teniendo cuidado de no arrasirer las manches por humede-
cimiento excesivo, pues los aminodcidos son solubles en esta mezcla, y al
desplozarse pueden obtenerse resultados falsos.

A continuacién se rocfan les tiras con una solucién de carbonato de
sodio al 15% en aguq; de inmediato aparecen manchas rojas para la histidina
y otros imidazoles.

También se obtiene coloracién, pero con una sensibilidad menor, con
los siguientes compuestos: histamina (rosa-pardo); tirosina (rosa); xantina, di-
yodotirosina (naranja); adenina (rosa mexicano); tiamina, triptofano, hord~nina,
hidroxiquinurenina (rojo-naranja); guanina (naranja-pGrpura); catecol (pGrpura);

ergotionina (rojo); tiolhistidina (naranja claro) ( 9 ).

3) Método del cloro.~ Este método es muy Gtil para el caso dé
aminoécidos, aminodcides con el grupo amino bloqueado y para péptidos. Se
piensa que' esta técnica es especifica para el enlace C-N, por lo cual, si se
usan solventes como la piridina o la colidina, es necesario lavar antes las ti-
ras de papel con el objeto de que no interfieran. Se puede lavar con éter y
luego una mezcla etanol : acetona, 1:1, v/v, solventes en los cuales la ma-

yorfa de los aminoGcidos son insolubles ( 10 ).
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Para realizar esta técnica se sigue el método de Rydon-Smith ( 11, 12),
que consiste en introducir las tiras de papel en una cémara saturada previamen-
te con gas cloro (C|2), obtenido de la siguiente mezcla de reaccién:

KMnQ, + HCl conc. —s C12 + MnO,
el Gcido clorhldrico se afiade gota a gota por medio de un embudo de separa-
cién adaptado a un matraz que contiene el permanganato de potasio.

Una vez saturada la cémara (después de 10 minutos), se cierra la en-
trade del gas, y se cambia la tapa que posee los dispositivos de llenado y de
vaclo por la que contiene las tiras de papel que se van a tefir ( 13 ).

Se deja que la clorinacién se lleve a cabo durante veinte minutos. Des-
pués de este tiempo, se retira la tapa con las tiras y se prende el extractor de
la campana, con el objeto de eliminar el cloro restante.

Una vez que ya no existe cloro en el ambiente, se vuelve a colocar
la tapa que tiene el dispositivo de entrada y vaclfo, y se satura la cémara con
vapores de amonlaco (que se obtienen de calentar un matraz que contiene hi-
dréxido de amonio), los cuales servirén para reducir el color del fondo, en
las tiras de papel, formando cloruro de amonio. Las tiras se exponen a los va-
pores de amonfaco durante 15 segundos.

A continuacién se sacan las tiras de la cémara y se rocfan con una
solucién saturada de o-tolidina en &c. acético al 2% y yoduro de potasio
0.05 M (1:1, v/v).

En este paso se debe tener precaucién pues la o-tolidina es una sustan-

cia que se ha reportado como carcinogénica.
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De inmedicto aparecen manchas azul-negras en un fondo de color
azul claro. La reaccién que se lleva a cobo en esta estapa es la siguiente:

!
-CONH- —=2, .concl- —Kly _CONH + KCI 3 I,

N-cloropéptido
al reaccionar el lg liberado con lo o-tolidina, se forman las manchas azul-ne-

gras caracterlsticas.

b) Observacién bajo la luz ultravioleta.- Todas las tiras de electrofo-
resis y cromatogramas se observaron antes de hacer cualquier tincién bajo la
luz ultravioleta con una lémpara de onda corta de 253.7 nm. Esto se hizo
con el fin de poder identificar compuestos que absorbfan o fluorescfan con la

luz ultravioleta y como método para apreciar el grado de purificacién.

c) Bioensayo.- La actividad de la hormona neurodepresora (HND) fue
pro‘bada in vitro, como se ha descrito en detalle previamente ( 14 ), por su
efectividad en reducir la frecuencia de descarga espontnea de las motoneu-

ronas del ganglio abdominal del acocil Procambarus bouvieri (Ortmann).

Inicialmente se probé la actividad en diferantes neuronas y se observé
que el efecto era comGn a un gran nGémero de ellas. Con el fin de tener re-
sultados confiables y comparables de un experimento a otro, se eligieron los
flexores abdominales superficiales ya que son un reservorio de motoneuronas
identificadas. Por_lo tanto, todas las mediciones de frecuencia de descarga que
seré6n mencionadas como prueba de actividad neuroncll' neurodepresora, fueron

medidas en la motoneurona f-5 del tercer ganglio abdominal, de acuerdo a la



terminologia establecida por Wine et al ( 15 ).

El proceldimiento comGn fue aislar la cadena abdominal y registrar con
un el ectrodo de succién la actividad de la rama superficial de la tercera raiz
del tercer ganglio abdominal. La preparacién se irrigé constantemente con una
solucién salina conocida como Van Harreveld ( 16 ), goteada por gravitacién
desde un recipiente a temperatura ambiente (19°-21°) y sacada de la cémara
de registro por la aplicacién de una presién reducida. Las sustancias de prue-
ba fueron introducidas a |a cémara de registro por medio de una segunda son-
da.

El flujo de la solucién sal’na fue detenido por espacio de dos minu-
tos y se introdujo la sustancia de prueba; posteriormente el flujo normal fue
restaurado.

La frecuencia de descarga de | as motoneuronas fue medida por alimen-
tacién de picos después de una preamplificacién ( Gras-P-G-12) a un reduc-
tor de frecuencia { 17 ) y alternativamente con un multicanal marca TMC.
En este caso la forma de la onda de los picos fue modificada por un circui-
to RC, produciendo un tiempo de el evacién de 50 microsegundos, para lograr
la sefial aceptable por el multicanal. Los picos fueron registrados en papel
(pol Igrafo Grass, modelo 7) y proyectados en un osciloscopio (Tektronix 502)
simul tGneamente.

La actividad neurodepresora se cuantificé usando una escala arbitraria.
La frecuencia de aescargc de la neurona f-5 mostré, a femperatura constante,

fluctuaciones esponténeas de minuto a minuto, dentro de un Ifmite de 10% del

valor promedio. Bajo la sustancia de prueba, cualquier depresién que sobrepasa-
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sara ese nivel se tomé como el efecto de la hormona, y cada reduccién del
1% en la frecuencia de descarga se consideré como una unidad de actividad
neurodepresora. Este bioensayo proporciona una relacién logarftmica entre la

actividad de HND y la cantidad de tejido nervioso.

d) Obtencién de los tallos oculares.- Los tallos oculares fueron obte-
nidos directamente de camarones recién capturados, cortando con tijeras la
extensién del caparazén (rostrum) que existe entre los dos ojos del animal y
después cortando los tallos oculares desde su base. Inmediatamente se conge-
laron para evitar cualquier tipo de degradacién y en esas condiciones se tra-
jeron al laboratorio.

Una vez en el laboratorio, se calentaron a 90°, durante tres minutos,
con el fin de inactivar y desnaturalizar a todas las enzimas proteollticas que

.
pudieran atacar a la hormona neurodepresora, la cual por estudios previos ( 7 )
se habla determinado que es termoestable.

Después de este paso de calentamiento, se guardaron en el congelador

a -70°, hasta el momento de hacer la extraccién.

d) Aislamiento.-
1) Extraccién.- Los tallos oculares se trituraron con un molino pa-
ra carne que tenfa una criba cuyos orificios medfan 2.6 mm de diémetro, el
cual se habla enfrfado a -=70° antes de empezar el trabajo. La molienda se lle-

vé a cabo en el cuarto frfo, a 4°, utilizando trocitos de hielo seco con el fin
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de que sirvieran como abrasivo y ademés mantuvieran congelados a los tallos
oculares.

Una vez obtenido el polvo resultante de la trituracién, se procedié
a extraer la hormona con agug; esto se hizo asl’ pues en estudios previos con

el acocil Procambarus bouvieri se habfa determinado que la hormona neuro-

depresora (HND) es una molécula hidrofflica ( 18 ). La extraccién se hizo de
la siguiente manera: al material finamente molido se agregaron 1200 ml de
agua bidestilada y desionizada, a 45°, se agité mecénicamente durante 60
minutos y luego se centrifugé a 2006 RPM (700 x g), por 30 minutos, a tem-
perafura ambiente. Se decanté el scbrenadante. Los precipitados de la cen-
trifugacién se volvieron a extraer con agua, a 45°, de la misma manera que
se explicé en el pérrafo anterior. Asl, se hicieron 5 lavados en las mismas
condiciones, decanténdose los sobrenadantes después de cada centrifugacién.
Por su parte, los precipitados resultantes fueron tratados para formar
"polves de acetona". Esto se hizo con el fin de disgregar a los Ilpidos que
se encuentran en el tejido nervioso y que podfan estar englobando moléculas
de hormona. P ara obtener los polves de acetona se procedié asf: a aproxi-
madamente 500 ml de masa se afiadieron 500 ml de acetona pura, se agité
mecénicamente, manteniendo una temperatura de 40° dentro de la mezcla.
Después se evaporé la acetona, por medio de la aplicacién de una corrien~
te de aire, hasta sequedad. A continuacién se afiadieron 500 ml de cloro-
formo y se realizé la misma operacién. Una vez secos, ios polvos fueron ex-

traldos con agua, a 45°, ‘durante 60 minutos, con agitacién mecénica. Luego
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se centrifugd la mezcla a 2000 RPM (700 x g), durante 30 minutos, a tem-
peratura ambiente. El sobrenadante obtenido se unié a los que se habfan co-

lectado anteriormente.

Los precipitados se colectaron en un solo recipiente y se congelaron

a ~70°.

2) Concentracién.- Los sobrenadantes obtenidos de las centrifuga-
ciones se concentraron en un evaporador rotatorio marca Buchler, adaptado a
una bomba de alto vaclo marca SPEEDIVAC, modelo 2SC20; y entre los dos
aparatos, se colocaron dos trampas de HySO, y una de CaCl,. El aparato se
monté en la forma en que lo indica la figura ( 1 ).

En el matraz del evaporador rotatorio, que contiene el Ifquido que se
va a concentrar, se mantuvo un bafio de agua constante a 459, y en el con-
densador, un bafio de agua con hielo. Al conectar la bomba de vaclo se re-
duce la presién, y esto, aunado al calor, hace que el ITquido se evapore. El
vapar de agua se condersa en el condensador. Para prevenir que no se escape
vapor de agua, se utilizan las trampas de HpSQOy y CaCl,, de esta manera, se
protege a la bomba de vaclo para que no reciba humedad y no se dafie.

De esta forma, pues, se concentrd el sobrenadante obtenido. En vista
de que se obtenla un precipitado blancuzco al concentrar, probablemente de-
bido a fosfolfpidos y lipoprotefnas, se hizo una centrifugacién a 10 000 RPM
(15 000 x g) en una centrffuga MSE, con un cabezal de &ngulo fijo, durante
30 minutos, a 10°. Se separb el sobrenadante y se resuspendié el precipitado

en agua, para volver a hacer otra centrifugacién en las mismas condiciones.



Bomba de vacio CaCiz HzSO; H2S04 Condensador  Matraz
(bafio de agua {(bafo a 45°)
con hielo)

Figura ( 1 ).- Esquema que muestra la forma en que se monté el
~evaporador rotatoric.




Se unieron los sobrenadantes y se concentraron en el evaporador rotatorio,

bajo las mismas condiciones ya descritas.

3) Dié&lisis.- Se dializé el exiracto en 3 bolsas de diélisis de
5/8" de diémetro, previamente lavadas con aogua con el fin de quitarles la
glicerina que contienen. En cada bolsa se hizo un nudo en uno de los ex-
tremos y después se introdujo el extracto con una pipeta Pasteur; a conti=-
nuacién se anudd el exiremo superior del tubo de diélisis, teniendo la pre-
caucién de dejar una burbuja de aire que funcionara como un agitador inter-
no. Luego se colocé la bolsa en una probeta de 100 ml y se llené con agua,
dejando también una burbuja de aire al tapar la probeta con papel Parafilm,
asT ésta funciona como un agitador externo.

Las probetas se sujetaron a un disco rotatorio que gira a una veloci-
dad de 22 vueltas por minuto, de esta manera se realiza una diélisis acele-
rada, ayudada también por los agitadores interno y externo antes mencionados.
Las diélisis se realizaron en el cuarto frfo, a 4°, haciendo cambios del ITqui-
do exterior cada dos horas, hasta que las aguas de diélisis fueran transparen-
tes.

La hormona neurodepresora atraviesa la membrana de diélisis ( 13, 18 ),
por lo tanto, después de cada dializado se recolecté el Ilquido que quedé en
las probetas.

Después de la diélisis se procedié a concentrar el liquido colectado en

el evaporador rotatorio, tal como se describié anteriormente.
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Durante la concentracién aparecié un precipitado blanquecino (proba-
blemente fosfollpidos) que fue eliminado por centrifugacién a 10 000 RPM
(15 000 x g), 60 minutos, a 10°.

El sobrenadante obtenido de dicha centrifugacién constituyé lo que

Ilamamos extracto crudo.

e) Purificacién.-

1) Cromatograffa en Sephadex G-25 fino.- Con el fin de ini-
ciar la purificacién de la HND a partir del extracto crudo, se procedi a
cromatografiar la muestra en una columna de Sephadex G-25 fino.

Para realizar esta técnica se procedié de la siguiente forma:

Primeramente se prepara el gel para dejarlo en condiciones de ser usa-
do. El Sephadex debe dejarse hinchar en el amortiguador que se va a utilizar
durante la corrida, en este caso agua bidestilada y desionizada. De acuerdo
a las indicaciones de los fabricantes, se permite el hinchamiento de este gel
durante 3 horas a temperatura ambiente, o bien, una hora en un bafio de agua
hirviente ( 19 ).

Una vez que el gel estd perfectamente hinchado, se procede a mon-
tarlo en un tubo de vidrio que tiene en la base inferior un soporte de vidrio
poroso sobre el cual se coloca el gel.

La suspensién del gel, que no debe ser muy espesa ni muy Ifquida, se
decanta dentro del tubo de vidrio hasta alcanzar el Ifmite superior, y se deja

abierto el flujo de la columna, de manera que el gel se vaya empacando ho-



- 25 o

mogéneamente. Se debe tener mucho cuidado de que no se formen burbujas
de aire que queden atrapados dentro de la matriz del gel, pues eso produce
un flujo discontinuo y percances durante la corrida cromatogréfica. Después
se retira el sobrenadante con una pipeta, y con un agitador de vidrio se re-
mueve la parte superior del gel, con el objeto de que al agregar una nueva
cantidad de gel no se formen capas sobrepuestas que puedan afectar el desa-
rrollo normal del experimento; entonces se agrega mds.suspensién y nuevamen-
te se deja empacar. Esto se hace repetidamente, hasta alcanzar la altura del
lecho que se desea.

Una vez empacada la columna se la deja fluyendo durante la noche,
de manera que se lave por completo con el amortiguador que se va a usar.

Una vez logrado esto, el siguiente paso es determinar el volumen va-
clo de la columna, es decir, el volumen que saldré de la columna sin que
ninguna partfcula se haya inclufdo dentro de la trama o matriz del gel. A
este volumen se le conoce también como volumen de exclusién, y su deter-
minacién se utiliza para caracterizar y calibrar a una columna.

La determinacién del volumen vaclo (Vo) o calibracién de la colum-
na, se realiza corriendo una muestra de muy alto peso molecular que, por
esa caracterfstica, se excluye por completo de la matriz del gel y no pene-
tra en ella. Al conocer el volumen y el tiempo en los cuales se eluye la
méxima concentracién de esa muestra, se puede saber que nada va a salir an-
tes de ese volumen en una corrida con muestra probiema.

En este caso, la calibracién de la columna se hizo aplicando 10 ml
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de una solucién de dextran azul al 2%, cuyo peso molecular es de aproxi-
madamente 2 000 000 dalfones.

Se regulé el flujo de la columna a 26 mi/h y se eluyd la muestra de
dextrén azul con agua.

La salida de la columna se acoplé a ur registrador marca LKB, mode-
lo TYP 6520-4, que tiene una lémpara que produce una longitud de onda fi-
ja @ 254 nm, y el cual obtiene su energfa de una fuente de poder marca LKB,
mode'o Uvicord 4700; el registrador a su vez, se encuentra acoplado a un co-
lector de fraccicnes marca LKB, modelo Ultrorac 7000, que va recogiendo
la muestra elulda de la columna en diferentes tubos, de acuerdo al tiempo o
al volumen que se le programe previamente. ,-

En el registrador se va formando una gréfica de todo lo que vaya sa-
liendo de la columna y que absorba a 254 nm. Con cada cambio de fraccién
en el colector, el registrador cambia de color de tinta y de esta manera se
puede identificar fécilmente el tubo correspondiente a un lugar determinado
de la gréfica.

En la figura ( 2 ) se muestra un esquema de la manera en que se co-
locaron y acoplaron la columna, el registrador, la fuente de poder y el co-
lector de fracciones.

Una vez calibrada la columna se procedié a cromatografiar el extrac-

to crudo de los tallos oculares de Penaeus vannamei.

Después de la cromatograffa se tomaron alfcuotas de 100 ul cada una,

de diferentes fracciones con el fin de localizar la actividad neurodepresora
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Figura ( 2 ).- Esquema que muestra la forma en que se monté la
columna, la fuente de poder, el espectrémetro de
flujo, el registrador y el colector de fracciones.
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por medio del ensayo biclégico.
Después de conocer en qué tubos se encontraba la actividad de HND,
se colectaron todas esas fracciones activas y se concentraron en el evapora-

dor rotatorio.

2) Cromatograffa en Sephadex G-15.- Como otro poso en la pu-

rificacién de la HND de Penaeus vannamei se procedié a pasar el extracto

obtenide de Sephadex G-25 fino, por una columna de Sephadex G-15. Esta
fue montada después de haber hinchado el gel con agua, de la misma formc‘
que se describié anteriormente.

Una vez empacada la columna, se procedié a lavarla y luego se le

calibré corriendo una muestra de 5 ml de dextrén azul al 2%.

3) Electroforesis en papel .~
I) Electroforesis analftica a mediano voltaje.- Para el caoso

de la electroforesis @ mediano voltaje, se utilizé una celda tipe Durrum, mar-
ca Beckman, modelo R. La fuente de poder utilizada fue de marca Beckman,
modelo RD-2 Duostat, con la que se pueden trabajar una o dos celdas a la
vez.

El soporte empleado en las electroforesis analfticas fue papel Whatman
3 MM. Los dimensiones de las tiras utilizadas fueron: tiras simples de 3 x 31
cm, o firas dobles de 6 x 31 ecm.

Los condiciones en que se llevaron a cabo las electroforesis fueron las

que a continuacién se mencionan.
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Tiempo de saturacién de la cémara: 30 minutos
Tiempo de corrida: 80 minutos

Voltaje aplicado: 450 volts (14 v/cm)

Las tiras se secaron en el horno a 100°

Las variantes en las electroforesis fueron las soluciones amorﬁgdadorcs
usadas en cada caso y la cantidad de muestra aplicada.

En todos los casos las electroforesis se realizaron a temperatura ambien-
te.

Las electroforesis anallticas se llevaron a cabo después de cada paso
de purificacién, con el objeto de observar la manera en que se iban eliminan-
do los contaminantes de la muestra.

En cada caso se observaron las tiras bajo la luz ultravioleta, y se re-
velaron con el método de Pauly y con el de ninhidrina, y en los Gltimos pa-

sos de la purificacién se afiadié también el método de la clorinacién.

I) Electroforesis preparativa a mediano voltaje.- Como en
el caso de las electroforesis anall’ficas_, en las electroforesis preparativas se
usaron el mismo tipo de celdas y fuente de poder.

El soporte empleado en este caso fueron hojas de papel Whatman 3 MM
de 29 x 31 cm.

Las condiciones fueron las mismas que para la electroforesis analltica,
variando, como en aquel caso, las soluciones amortiguadoras y la cantided de

muestra aplicada.
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Después de cada corrida, se cortd un extremo de la hoja y se tiné
por el método de¢ clorinacién. Una vez identificadas las manchas, se recor-
t6 una tira a lo ancho de la hoja, tal como se muestra en la figura ( 3 ),
y de ahl se procedié a extraer la hormona para subsecuentes pasos de puri-

ficacién.

4) Extraccién a partir del papel.- Las tiras de papel cortadas
de las hojas de electroforesis preparativa se recortaron en pequefios pedaci-
tos, los cuales se colocaron en adapiadores de pléstico para tubos de centri-
fuga (spin thimbles), a los que previamente se habfa puesto un poco de fi-
bra de vidrio lavada en el fondo, de acuerdo a la forma en que lo ilustra
la figura ( 4 ). Después se empaparon los pedacitos de papel con 1 ml de
agua y se centrifugaron a 2 000 RPM (900 x g), 5 minutos, a temperatura
ambiente. Se efectuaron 5 lavados a cada tubo. Como la HND es una molé-
- cula hidrofflica, se extrae con el agua y se la localiza en el filtrado.

A continuacién se colectaron los filtrades correspondientes a la misma
zona electeoforética y se concentraron en el evaporador rotatorio hasta un

volumen determinado.

f) Criterios de pureza.-
1)Electroforesis de alto voltaje.- En esta técnica se emplea un
tanque de electroforesis marca Savant, tipo Michl, modelo LT20A, y una

fuente de poder de alto voltaje, también Savant, modelo HV-5000.
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Figura ( 3 ).- Hojas utilizadas en la electroforesis preparativa.

A) Aplicacién de la muéstra problema a lo largo de
26 cm. B) Tira de 3 cm de ancho por 31 de largo

sobre la cual se lleva a cabo la tincién. C) Tiras

transversales de 1 cm de ancho por 26 cm de largo.

D) Numeracién de las tiras transversales con signo

"menos" si est4n del lado catédico o con signo "més"

si estén del lado anddico.



Figura ( 4 ).- Esquema que muestra la forma en que se colocaron los peda-
citos de papel que contenfan la actividad neurcdepresora
en los tubos de centrffuga, con el fin de extraer la HND.
A) Adaptador de pléstico. B) Pedacitos de papel recorta-
dos de la tira con HND en las hojas de electroforesis pre-
parativa. C) Fibra de vidrio. D) Tubo cénico de centrifu~
ga. E) Filtrado.
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El tanque debe enfriarse previamente y, para ello, se hace pasar una
corriente de agua frfa por el serpentfn de acero inoxidable que se encuentra
dentro del tanque.

Dentro de la cémara existen dos fases: una superior u orgénica, que
contiene Varsol, un producto de la destilacién del petréleo, cuya funcibén, en
este caso, es difundir el calor que se genera durante la prueba y evitar que
se queme el papel; y una fase inferior o acuosa que es la que contiene a la
solucién amortiguadora que se va a utilizar.

La muestra se aplica en una hoja de papel Whatman 3 MM, de 27 x
76 cm, en el origen (38 cm), secando después de cada aplicacién en punto
con corriente de aire caliente.

A continuacién se satura el papel con la solucién amortiguadora, em-
pezando por los extremos, para que por capilaridad llegue el amortiguador al
punto de aplicacién y de esa manera no se corra la muestra. Luego se seca
la hoja con papel Whatman 3 MM de manera que no escurra, sino que sélo
quede hGmeda. Se monta la hoja en el soporte de acrflico y este se introduce
en la cémara,

Las condiciones usadas en este tipo de electroforesis fueron las que a
continuacién se mencionan.

Tiempo de enfriamiento: 60 minutos

Tiempo de corrida: 60 minutos

Voltaje aplicado: 4500 volts (65 v/cm)

Solucién amortiguadora: piridina : 4c. acético glacial : agua,

en las proporciones 46:4:950, v/v/v, pH 6.0



Al finalizar la corrida se saca el soporte con la hoja de papel, se
prende el extractor de la campaney se deja ahl hasta que esté completamen-

te seca (aproximadamente 3 horas). Después de esto, se puede realizar la

tincién deseada.

2) Electroforesis y cromatograffa ascendente en capa delgada.-
Este es un método que combina dos técnicas anallticas distintas, la electro-
foresis y la cromatograffa, y por ello tiene una capacidad de resolucién muy
grande que le permite ser un buen criterio de pureza de una muestra.

Para realizar esta técnica se utilizé una cémara marca Camag (tipo
Pastuska), modelo ECF6/TLE-69-E. La muestra se aplicé en punto concentra-
do sobre placas de celulosa MN300, de 250 micras de espesor, de 20 x 20
cm. La aplicacién de la muestra se hizo en la ITnea central de la placa.
Después se saiuré la placa, rociéndola con la solucién amortiguadora en que
se iba a correr la electroforesis.

La cémara debe enfriarse previamente con agua. Se coloca la placa
dentro de la cémara, se llenan los recipientes que se encuentran a los lados
con la solucién amortiguadora y a continuacién se colocan unas tiras de pa-
pel filtro de 7 x 20 cm, entre los recipientes y los extremos de la placa, con
el fin de que conduzcan la carriente eléctrica.

Se cierra la cémara y sg inicia la electroforesis, conectando a la
fuente de poder Beckman. Las condiciones de la corrida son la aplicacién

de 500 volts durante 45 minutos.
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Después de finalizar la electroforesis, se seca la placa con corriente
de aire caliente durante 15 minutos, y después se coloca en el horno a 60°,
durante 30 minutos. Asl queda lista para efectuar la cromatograffa ascenden-
te.

Como se frata de una técnica bidimensional, se coloca la placa en
posicién perpendicular a la direccién de la electroforesis, y se lleva a cabo
la cromatograffa, utilizando una cémara cromatogréfica de Eastman.

La mezcla de solventes usada fue n-butanol : &c. acético glacial : agua,
en las proporciones 4:1:5, v/v/v, utilizando Gnicamente la fase orgénica
(superior).

El tiempo de corrida fue de dos horas. Al terminar ésta, se secé con
corriente de aire caliente, durante 15 minutos, para evaporar todo el solven-

te.

A continuacién se hace la tincién de la placa por el método que se

quiera.

3) Cromatograffa ascendente unidimensional.- Como ofro criterio
de pureza se utilizé la cromatograffa ascendente en una sola dimensién.
Para ello, se saturé una cémara de vidrio, rodeada de papel Whatman
3 MM, con la mezcla de solventes por usar, en este caso n-butanol : éc. acé-
tico glacial : agua, (4:1:5, v/v/v), utilizando Gnicamente la fase orgénica,
durante 24 horas. Se lavé una placa de celulosa MN310, de 250 micras de

espesor, de 20 x 20 cm, con la misma mezcla de solventes.
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La muestra se colocé a 2.5 cm del extremo de la placa, en la IInea
central, por medio de aplicacién en punto concentrado. Se introdujo la pla-
ca en la cémara previamente saturada y se dejé correr el frente del solvente
15 cm a partir del punto de aplicacién.

Después de la corrida se secé la placa con aire caliente, durante 15
minutos y luego en el horno a 60°, 30 minutos.

Luego se tifié la placa por el método del cloro.

4) Electroforesis y cromatograffa descendente en papel.- Como un
criterio més de demostracién de pureza se realizé una electroforesis a mediano
voltaje y cromatograffa descendente en papel, combinadas.

Para ello necesita saturarse perfectamente una cémara especial para
cromatograffa descendente con la mezcla de solventes que se va a usar, en
este caso n-butanol : &c. acético glacial : agua, (4:1:5, v/v/v), utilizando
sélamente la fase orgénica.

Primeramente se corre una electroforesis a mediano voltaje en una hoja
de papel Whatman 3 MM, de 29 x 31 cm, haciendo la aplicacién de la mues-
tra cerca de uno de los extremos de la Ifnea que funciona como origen. Las
condiciones del experimento fueron las que a continuacién se mencionan.

Tiempo de saturacién: 30 minutos

Tiempo de corrida: 80 minutos

Volfc;ie aplicado: 450 volts (14 v/cm)

Solucién amortiguadora: Carbonato de amonio 0.1 M ajustado a



.

pH 10.0 con amonlaco.

Al finalizar el experimento se seca la hoja de papel en el horno,
a 80°, |

Después se coloca la hoja de papel en la cémara para cromatograffa
descendente, en posicién perpendicular a la electroforesis, poniendo el exire-
mo en donde se hizo la aplicacién dentro de un recipiente que tiene la mez-
cla de solventes. Se dejé correr el frente del solvente hasta 20 cm a partir
del punio de aplicacién.

Al finalizar la cromatograffa se seca la hoja con corriente de aire ca-
liente.

A continuacién se revelé por el método del cloro.

5) Dansilacién.~ La damsilacién es una técnica muy sensible,

que permite trabajar con cantidades muy pequefias de material (1 = 10 nano-
molas). En este méiodo se utiliza un reactivo no fluorescente (cloruro de 1-
_dimetilamine naftalén 5-sulfonilo) conocido como cloruro de dansilo y que se
abrevia como DNS-Ci, el cual reaccif:no con el grupo amino de los aminoé-
cidos y péptidos y da una gran fluorescencia, debido a la formacién de la
sulfonamida.

El primer uso significative del cloruro de dansilo fue hecho por Weber
en 1952. A partir de entonces se ha utilizado muchlsimo esta técnica. Qui-
z6& una de las aplicaciones més relevantes de esta sustancia es la determinacién

de grupo amino terminal de protefnas y péptidos, descrita por Gray y Hartley .
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en 1963 ( 20).

El cloruro de darsilo reacciona fécilmente con los grupos (-NH,)
aliféticos a un pH alcalino para formar derivades intensamente fluorescentes.
Sin embargo, la reaccién no es tan simple. Debido a la presencia de agua
en la mezcla de reaccién, se supone que la dansilacién de -un aminoécido
(AA-NH») a un pH alcalino involucra al menos tres reacciones:

1) AA-NH, + DNS-Cl ——> AA-NH-DNS + HCI
2) HoO + DNS-CI ——— DNS-OH + HCI
3) AA-NH-DNS =+ DNS-CL —=> DNS-NH2 <+ ofros productos

Si sélo ocurrieran las reacciones 1) y 2), serfa posible obtener un
100% de amino&cidos dansilados. Debe encontrarse un pH 8ptimo, ya que un
aumento en el pH desviaré el equilibrio de la reaccién l)‘ y de la reaccién 2)
hacia la derecha. Ademés la reaccién ?2) tiene una cinética dependiente de
la concentracién de cloruro de dansilo e independiente de la concentracién
y tipo de aminobcido presente. Sin embargo, la reaccién 3) es comsecutiva de
la reaccién 1), resultando por ello en la descomposicién del aminoécido dan-
silado, de manera que un rendimiento del 100% del producto deseado no pue-
de alcanzarse. Asf, el rendimiento de la reaccién 1) es la suma de los ren-
dimientos de aminoécidos darsilados y de DNS-NH2. Por esto, es muy impor-
tante minimizar la extensién de reacciones colaterales no deseadas, variando
los parémetros de reaccién.

Con el fin de obtener concentraciones méximas del producto dansilado

es esencial tener en cuenta: a) [u concentracién de DNS-C!, b) el tiempo
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de reaccién, c) la temperatura de la mezcla de reaccién, y d) el pH de
la mezcla de reaccién.

Las condiciones éptimas para la dansilacién de aminoécidos a 37°,
requiere:

1) Que las condiciones de la reaccién se lleven a pH 10.0

2) Que el tiempo de incubacién sea de 30 minutos

3) La concentracién requerida de DNS-C| debe encontrarse por
experimentos de ensayo y error, en forma muy crlftica ( 21 ).

La técnica utilizada en este trabajo como criterio de pureza fue la
modificacién hecha por Neuhoff, quien senté las condiciones para realizar
una microtécnica.

La secuencia seguida para la reaccién fue la siguiente:

- Cubrir los tubos con papel aluminio.
- Colocar 1 - 10 nanomolas de muestra en solucién acuosa.
- Evaporar a sequedad con corriente de nitrégeno.
- Resuspender en 5 ul de NaHCO3 0.05 M, pH 10.0
- Afadir 5 ul de acetona.
- Afadir 10 ul de DNS-CI 10 mM en acetona.
- Incubar a 37°, durante 30 minutos.
- Evaporar a ”sequedad con corriente de nitrégeno.
Con el objeto de identificar los productos dansilades, se llevan a cabo

microcromatograffas tridimensionales, bajo las siguientes condiciones:
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- Resuspender en 5 }J' de acetona': Gc. acético, (3:2, v/v).
- Aplicar alfcuotas de 0.5 - I)JI en placas de poliamida de
5 x 5 cms
- Correr las microcromatograffas:
la. dimensién: agua : &c. férmico, (100:3, v/v)
2a. dimensién: benceno : &c. acético, (9:1, v/v)
3a. dimensién (en el mismo sentido que la segunda): ace-
tato de etilo : metanol : &c. acético, (20:1:1, v/v/v)
A continuacién se observan las cromatoplacas bajo luz ultravioleta y
se hace la identificacién de los prciuctos dansilados por comparacién con

patrones de DNS-amino&cidos apropiados.

g) Caracterizacién.-

1) Determinacién aproximada de peso molecular.- Con el fin de
conocer con aproximacién el peso molecular de la HND, se procedié a utili-
zar la técnica de cromatograffa por filtracién en gel, tomando como referen-
cia patrones de peso molecular conocido.

Por lo tanto, se aplicé una muestra de 20 mg de cianocobalamina
(Vit Byo) disvelta en 1.5 ml de agua, a una columna de Sephadex G-15 y
se eluyé con agua. El peso molecular de la cianocobalamina es de 1355.5
daltones.

Por otra pa.rfe, se aplicaron a la misma columna de Sephadex G-15,

IO}JI de LH-RH (3H) disueltos en 1 ml de agua. El factor liberador de la
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hormona luteinizante (LH-RH) es un decapéptido bloqueado en ambos extremos,
con un peso molecular de 1181. En este caso utilizamos el péptido marcado
con tritio, con una actividad especifica muy alta.

Después de eluir al péptido de la columna, se procedié a tomar alf-
cuotas de 0.5 ml de cada fraccién, las cuales se colocaron en frascos a los
que se afiadieron 15 ml de Ilquido de Bray (lTquido de centelleo) el que es
muy Gtil para contar radiactividad en muestras que se encuentran en medio
acuoso. La composicién del Ifquido de Bray es la siguiente:

naftaleno 60 g
2,5=difeniloxazol (PPQ) 49

1,4=bis=2, 5-feniloxazolilbenceno (MSB) 0.2 g

metanol 100 ml
etilenglicol 20 ml
1,4=dioxano cbp 1000 ml

Los frascos se colocaron en un espectrémetro de centelleo lfquido,
marca Packard, Tricarb, modelo 3330, y se contaron en el canal de tritio

durante un minuto.

2) Determinacién de actividad de la tripsina.- Se siguié la
técnica descrita en el manual de enzimas de Worthington ( 22 ) con las
siguientes modificaciones: el sustrato usado fue ot N-benzoil-arginil-etil-&sterHCI
(BAEE), de Sigma; el pH fue de 7.6; el volumen final de reaccién fue de

3.2 ml; y la longitud de onda utilizada de 253 nm.
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Enzima: Tripsina DCC (1 mg/ml en HCl 1 mM). Esta solucién es
estable durante varias semanas a 5°. Antes de usar, se diluye en HCl 1 mM
hasta tener una concenfracién de 1 - 2/ug por 100 ul.

Sustrato: BAEE 0.01 M

Solucién amortiguadora: Tris=HCI 0.046 M, CaCly 0.0115 M, pH 7.6

Procedimiento: Pipetear 0.1 ml de HCl 1 mM, 0.3 ml de sustrato y
2.8 ml de solucién amortiguadora en una celda de 1 cm. Mezclar y ajustar a
cero el espectrofotémetro, a una longitud de onda de 253 nm. En otra celda,
colocar 0.3 ml de sustrato, 2.8 ml de solucién amortiguadora, y al tiempo
cero afiadir 0.1 ml de enz.ima dilufda. Mezclar y leer la absorbencia cada
30 segundos, durante 5 minutos.

Graficar la absorbencia vs. tiempo, y de la parte recta de la pendien-
te, con A menor de 0.320, determinar A/min. Se debe obtener una Ifnea
recta por al menos 3 minutos. Si no sucede asf, repetir el experimento usando

menor cantidad de enzima.

También se determiné la actividad de la tripsina utilizando un sustrato
natural, de acuerdo a la metodologfa descrita por V.M. Ingram para obtener
las huellas digitales de la hemoglobina ( 23 ).

Se desnaturaliza una solucién de hemoglobina bovina al 2.2% afiadien-
do NaQH hasta alcanzar pH 8.0 y luego calentando a 90° durante 4 minutos.
Se toma una alfcuota de 4 ml de la solucién desnaturalizada, libre de sales

y se agita en un bafio o 38°. Se agregan 100 IJI de una solucién de tripsina
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al 0.5 % en HCl 1 mM al tiempo cero. Se mantiene una atmésfera de ni-
trégeno durante el proceso de digestién. La relacién enzima : sustrato es de
1:175.
Debido a que el rompimiento de enlaces peptfdicos libera hidrogenio-
nes, se afiade NaOH 0.5 N para que el pH se mantenga entre 7.95 y 8.0.
Después de dos horas de digestién, se ajusta el pH a 6.5 con HCl 1 N
y el precipitado se elimina por centrifugacién a 2 000 RPM (900 x g), 15
minutos.
Se toman 100 )Jl del sobrenadante y se evaporan a sequedad con co-
rriente de nitrégeno. Luego se resuspenden en 20 )Jl de agua.
Se corre una electroforesis a mediano voltaje bajo las condiciones que
se indican adelante.
Tiempo de sofuroci§n: 30 minutos
Tiempo de corrida: 150 minutos
Voltaje aplicado: 500 volts (16v/cm)
Solucién amortiguadora: piridina : éc. acético glacial : agua,
(10:0.4:90, v/v/v), pH 6.4
Soporte: hoja de papel Whatman 3 MM, 29 x 31 cm.
La muestra se aplica en punto concentrado en uno de los extremos del
origen. Al finalizar la corrida se seca la hoja en el horno.
A continuacién se corre una cromatograffa ascendente, en una segunda
dimensién, utilizando la siguiente mezcla de solventes, n-butanol : &c. acéti-

co glacial : agua, (4:1:5, v/v/v) (fase superior).



Se seca el cromatograma en el horno y luego se tifie con ninhidrina.

3) Digestiones enziméticas.~ Se incubaron alfcuotas de la solucién de

HND con las siguientes enzimas:
tripsina DCC  (Sigma)
quimotripsina tipo |  (Sigma)
pronasa grado B ( Calbiochem)

Ademés, se hizo una incubacién con inhibidor de tripsina (de soya)
(Sigma).

Se preparé una solucién de tripsina DCC al 1% en amortiguador de
Tris=HCI 0.01 M, pH 8.0, y se dializ6 contra el mismo amortiguador x 3,
una hora cada vez, con el fin de eliminar- a los aminobcidos libres. Se
preparé una solucién de quimotripsina al 1% en Tris-HCI 0.01 M, pH 8.3.
La pronasa se preparé en una solucién al 1% en Tris~HCI 0.01 M, pH 7.5.
También se preparé una solucién de inhibidor de tripsina al 1% en Tris=HClI
0.01 M, pH 8.3.

El esquema general de trabajo para cada una de las incubaciones fue
el siguiente:

a) Mantener un pH inicial éptimo.
I) pH 8.0 para tripsina
i) pH 8.3 para quimotripsina
HI) pH 7.5 para pronasa
IV) pH 8.3 para el inhibidor de tripsina

b) Incubar a 30° durante dos horas.
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c)Aforar a 50 )ul con agua

d) Detener la reaccién inactivando con calentamiento a 75°,
durante 60 segundos.

e) Enfriar inmediatamente en agua con hielo, para precipitar
la protefna desnaturalizada.
| f) Centrifugar a 2 000 RPM (900 x g), 30 minutos.

g) Recoger los sobrenadantes y evaporar a sequedad.

En todos los casos se determiné el efecto de la digestién enzimética

sobre la HND utilizando el bioensayo.

4) Determinacién de la composicién de aminoécidos.- Con el fin de
conocer en forma cualitativa qué aminoécidos componen a la hormona neuro-
depresora se llevé a cabo un experimento en el que se combiné una hidréli-
sis Gcida de la hormona, previamente a su dansilacién.

Como control para el método se realizé un experimento utilizando el
péptido S de la ribonucleasa, cuya composicién de aminoGcidos ya es conoci-
da (24 ), y es la siguiente: Lys (2), His (1), Arg (1), Asp (1), Thr (2), Ser (3),
Glu (3), Ala (5), Met (1), Phe (1).

La hidrélisis Gcida ( 25 ) se llevé a cabo colocando 5 nanomolas de
péptido S de la ribonucleasa (PM 2129.6) en una ampolleta, se evaporé a
sequedad bajo corriente de nitrégenq y se resuspendié en ]00}.!' de HCI 5.7 N.
Se sells la ampolleta a' la flama y se incubé a 110°, durante 24 horas en

un bafio de aceite.



Después de tramscurrido el tiempo de hidrélisis, se abrié la ampolleta
y se evaporé su contenido con corriente de nitrégeno. A continuacién se
realizé una dansilacién de acuerdo al siguiente esquema:
- Agregar 15/\1] de NaHCOg5 0.2 M, pH 10.0

- Evaporar a sequedad

Anadir ]5/1' de agua

Agregar ]O)Jl de DNS-Cl 10 mM en acetona

Incubar 30 minutos a 37°

Evaporar a sequedad

Resuspender en S/JI de etanol absoluto
Luego se aplican alfcuotas de 0.5 - I)Jl a placas de poliamida, de
3 x 3 cm, y se corren cromatograffas bidimensionales utilizando las siguien-
tes mezclas de solventes:
la. dimensién: é&c. férmico : agua, (1.5:100, v/v)
2a. dimensién: l-butanol : heptano : Gc. acético, (3:3:1, v/v/v)
La identificacién de los aminoécidos se lleva a cabo observando las
placas bajo luz ultravioleta, por comparacién con patrones conocidos.
Una vez probado el método, se procedié a hidrolizar y dansilar una

alfcuota de la solucién de HND y determinar su composicién de aminoécidos.
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RESULTADQOS

Con el fin de aclarar el procedimiento que se siguié a lo largo
de este trabajo, y explicarlo en forma secuencial, a continuacién se pre-

senta un esquema resumido de los pasos efectuados:
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1) Obtencién de los tallos oculares de Penceus vannamei (Boone)

2) AISLAMIENTOQO
Trituracién
Extraccién con agua

Cem‘:ifugacién a700 x g

l 1
Precipitados Sobrenadantes

Polvos de acetona
Extraccién con agua

Centrifugacién ;: 700 x g

Precigifados Sobrenadantes

Congelacién a -70°

Concentracién en evaporador rotatorio
Diélisis vs. Jéua bidestilada y desionizada
Concentracién
Cenfrifulgacién al5000 xg

Prec*lpifado Sobrefiadante

Congelacién a -70° 1

Extracto Crﬁdo I

AlTcuotas para bicensayo y
electroforesis analftica

3) PURIFICACION
la. cromatograffa en Sephadex G-25 fino

BGsqueda de HND por bioensayo

Concentracién de las muestras activas
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Bioensayo y electroforesis analltica
2a. cromatograffa en Sephadex G-25 fino
BGsqueda de HND por biocensayo
Concentracién de las muestras activas
Bioensayo y alectroforesis analftica
Cromatograffa en Sephadex G-15
BGsqueda de %'IND por bioensayo
Concentracién de las muestras activas
Bioensayo y electroforesis analftica
Electroforesis preparativa a pH 10.0
Extraccién del papel y concentracién
Electroforesis preparativa a pH 1.8
Extraccién del papel y concentracién
Electroforesis preparativa a pH 10.0
Extraccién del papel y concentracién
Cromatograffa en Sephadex G=25 fino
3 a) CRITERIOS DE PUREZA
1) Electroforesis de alto voltaje
11) Electroforesis y cromatograffa ascendente en capa delgada
{11) Cromatograffa ascendente unidimensional
IV) Electroforesis y cromatograffa descendente en papel

V) Dansilacién
V1) Electroforesis analftica a mediano voltaje pH 1.8, pH 3.5,

pH 6.0, pH 10.0
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l

4) CARACTERIZACICON
a) Determinacién aproximada de peso molecular
b) Incubaciones con:
i) tripsina
ii) quimotripsina
iii) pronasa
iv) inhibidor de tripsina

c) Determinacién de la composicién de aminoGcidos
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a) AISLAMIENTOC.-

1) Sabiendo que 10 g de material biolégico correspondian a aproxima-
damente 100 tal los ocul ares, supimos que iniciGbamos el trabajo con alrededor
de 6150 tallos oculares puesto que partimos de 615 g de material, que fue tra-
tado en la forma que se describié anteriormente (ver MATERIALES Y METODQOS,

pag. 19).

2) Concentracién.- El vol umen ocupado por los sobrenadantes obte-
nidos de las centrifugaciones a 700 x g fue de aproximadamente 8 lts. Por
lo tanto se concentraron en un evaporador rotatorio (ver MATERIALES Y ME-

TODQCS, pag. 21) hasta un volumen de 100 ml .

3) Didlisis.- En cada fu_bo de di&lisis se colocaron 35 ml del ex-
tracto concentrado. Se efectuaron las di6lisis en la forma que se describié
previamente (ver MATERIALES Y METODQS, pag. 23). Se realizaron en
total, 14 cambios de agua de diélisis. El ITquido col ectado presenté una
col oracién amarilla, y el volumen ocupado fue de aproxi madamente 2 Its.
Este volumen se concentrd hasta 20 ml, presentando la muestra una colora-
cidn café muy intensa y una viscosidad muy grande.

En este paso se tomaron dos al fcuotas correspondientes a 60 tal los
ocul ares cada una, empl edndose una para anél isis por bioensayo, para saber
la actividad total recuperada en el proceso de aislamiento; y ofra para

anél isis el ectroforético, con el fin de conocer el patrén inicial de manchas
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de lo que se denominé extracto crudo.
Se debe aclarar que en todos los bicensayos realizados a lo largo de

este estudio, se utilizaron neuronas obtenidas de ganglios de Procambarus bou-

vieri (ver MATERIALES Y METODQS, pag. 17) y que los controles de acti-
vidad se hicieron con extractos frescos de tallos oculares pertenecientes a

Procambarus bouvieri, por lo tanto, los resultados de la actividad neurodepre-

sora de la hormonc de Penaews vannamei estén medidos en relacién a la ac-

tividad de la misma hormona en Procambarus bouvieri.

Los resultados obtenidos sobre la actividad neurodepresora del extrac-

to crudo de los tallos oculares de Penaeus vannamei revelaron que existfa un

18% més de actividad con respecto a la misma cantidad de tallos en P. bou-
vieri, es decir que se habla recuperado, durante el proceso de ailamiento,

el equiv alente a aproximadamente 7250 tallos oculares de Procambarus bou-

vieri.

Por su parte, el anélisis electroforético de 5 ul del extracto, efectua-
do a pH 1.8, observado bajo la luz ultravioleta y revelado con las tinciones
de Pauly y ninhidrina (ver MATERIALES Y METODQOS, pag. 14), mostré el
patrén inicial de manchas contaminantes que se encontraban en la muestra an-
tes de empezar la purificacién. Dicho patién se encuentra esquematizado en’

la figura ( 5 ).
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Figura ( 5 ).- Electroforesis analftica a pH 1.8 del extracto crudo. Tiras
dobles de papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 450 v; 80 min;
amortiguador: &c. férmico : &c. acético glacial : agua, (1:4:45,

v/v/v).
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b) PURIFICACION.-

1) Primera cromatograffa en Sephadex G-25 fino.- Al finalizar la
corrida de dextrén azul al 2% (ver MATERIALES Y METODQS, pag. 24),
se pudieron conocer los parémetros de la columna. Dimensiones: 1.9 x 111
cm; volumen total del lecho: 315 ml; flujo: 26 ml/h; volGmenes vacfos ob-
tenidos: Vo=107 ml, Vo'=132 ml, Vo"=252 ml.

Vo, Vo'y Vo' corresponden respectivamente al volumen en que em-
pieza a salir el dextrén azul, al volumen de méxima concentracién de dex-
tran azul, y al volumen en que deja de salir el colorante de la columna.

El volumen vaclo tomado en cuenta en este caso fue el de mayor
concentracién de dextrén azul, o sea el correspondiente a 132 ml.

Una vez calibrada la columna se procedié a cromatografiar el ex-
tracto crudo.

Debido a que el extracto crudo se encontraba muy viscoso y con el
objeto de cromatografiar un volumen similar al utilizado durante la calibro-
cién de la columna, se aplicaron 10 ml (correspondientes a 3000 tal los
ocul ares) a la columna de Sephadex G-25 fino y se empezé a graficar y
col ectar desde el momento en que toda la muestra habla penetrado en el
gel . La muestra se eluyd con agua.

Las condi ciones en que se efectud este experimento fueron las que
a continuacién se mencionan. Dimensiones: 1.9 x 111 cm; volumen total

del lecho: 315 ml; flujo: 26 ml/h; volumen de cada fraccién: 11 ml.



Después de la corrida se tomaren al fcuotas de ]OO}JI c/u, de
cada quinto tubo, para determinar por medio del bicensayo en cuales
existfa actividad neurodepresora. Se encontré actividad de HND en las
fracciones 24 - 37. La gréfica correspondiente a esta prueba se puede
observar en la figura ( 6 ).

Después de |avar durante toda la noche la columna con agua, se
procedié a pasar otra parte del extracto crudo por la columna. Se regu-
|16 nuevamente el flujo a 26 ml/h.

Se tomaron 8 ml del extracto crudo (equivalentes a 2400 talles
oculares) y se diluyerona 10 ml con agua, se aplicaron ale q;::l umna
y se cromatografiaron en |as mismas condiciones que la corrida anterior.

Al finalizar la cromatograffa se tomaron al fcuotas de 100 pl c/u,
de cada tercer tubo, y se determiné por medio del bicensayo en qué frac-
ciones se encontraba actividad neurodepresora.

Esta se hal 16 en las fracciones 30 = 37. La gréfica correspondien-
te a este experimento se muestra en la figura ( 7 ).

Una vez més, se lavé exhaustivamente la columna y se procedis
a aplicar el remanente del extracto crudo. Los 2 ml restantes (600 tal los
ocul ares) se diluyeron a 10 ml con agua y se colocaron en la col umne;
la cromatograffa se |levé a cabo en |as mismas condiciones que las veces
anteriores .

Como la cantidad de muestra aplicada en esta ocasién fue menor

que en las anteriores, se debfa obtener un perfil cromatogréfico mucho més



% T 254nm

10

20
30

40}
50

60

70

80

S0 /// | |

1

5
1

i

L] i

10 20 30 40 50
FRACCION

Figura ( 6 ).~ Primera cromatograffa en Sephadex G- 25 fino correspondiente a 3000 tallos
oculares del extracto crudo. Dimensiones: 1.9 x 111 cm; volumen total del le-
cho: 315 ml; flujo: 26 ml/h; volumen de cada fraccién: 11 ml. Eluyente: agua
bidestilada y desionizada. La zona sombreada corresponde a las fracciones que

presentaron actividad neurodepresora.
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Figura ( 7 ).~ Primera cromatograffa en Sephadex G-25 fino correspondiente a 2400
tallos oculares del extracto crudo. Dimensiones: 1.9 x 111 cm; volumen to-
tal del lecho: 315 ml; flujo: 26 mi/h; volumen de cada fraccién: 11 ml.
Eluyente: agua bidestilada y desionizada. La zona sombreada corresponde a
las fracciones que presentaron actividad neurodepresora.
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claro y limpio.

Después de buscar |a actividod hormonal en alfcuotas tomadas
cada tercer tubo, se localizé la HND en las fracciones 29 - 37. La
gréfica que corresponde a esta corrida se muestra en la figura ( 8 ).

Después de conocer en qué tubos se encontraba actividad de HND,
se col ectaron todas |as fracciones activas de las tres corridas cromatogré-
ficas y se concentraron en el evaporador rotatorio hasta un volumen de
10 ml. Como se formé un pequefio precipitado durante |a concentracién,
se centrifugé |a muestra a 2000 RPM (900 x g), 30 minutos, a tempera-
tura ambiente.

Se tomaron dos alfcuotas, correspondientes a 35 tallos oculares c/u
(50 }Jl), una destinada a anélisis el ectroforético y ofra para anélisis por
bioensayo.

Se hizo la el ectroforesis analftica de § }Jl de este extracto, a
pH 1.8, y se observé bajo la luz ultravioleta y revel § con ninhidrina y
Pauly, para ver si habfan disminufdo |os contaminantes que se tenfan ori-
ginal mente en el extracto crudo. El patrén de manchas: obtenide se mues-

tra en la figura ( 9 ).

2) Segunda cromatograffa en Sephadex G-25 fino.- Después de
haber lavado perfectamente la columna con agua, se procedié a recroma-
tografiar el extracto obtenido de las corridas anteriores (fracciones acti-

vas) en Sephadex G-25 fino, sélo que en esta ocasién se disminuyd el
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Figura ( 8 ).~ Primera cromatograffa en Sephadex G-25 fino correspondiente a 60G tallos
oculares del extrocto crudo. Dimensiones: 1.9 x 111 cm; volumen total del lecho:
315 ml; flujo: 26 ml/h; volumen de cada fraccién: 11 ml. Eluyente: agua bidestila-
da y desionizada. La zona sombreada corresponde a las fracciones que presentaron
actividad neurodepresora.
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Observacion al U.V. Pauly Ninhidrina

Figura ( 9 )-' Electroforesis analltica a pH 1.8 del extracto obtenido de
primera cromatograffa en Sephadex G-25 fino. Tiras de

papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 450 v; 80 min; amor-

tiguador: Gc. férmico : Gc. acético glacial : agua, (1:4:45,

v/v/v).
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flujo @ 17.5 mi/h, lo cual deblfa permitir una mejor resolucién de la
muestra en la columna. Las condiciones de este experimenioc se mencio-
nan a continuacién. Dimensiones: 1.9 x 111 cm; volumen total del le-
cho: 315 ml; flujo: 17.5 mi/h; volumen de cada fraccién: 5.5 ml.

Al final izar la corrida se tomaron alfcuotas de 100 )Jl, de cada
quinto tubo, para encontrar la actividad de HND por bicensayo. Esta se
ubicé en las fracciones-50 - 59.

La gréfica que corresponde a esta corrida se encuentra en la fi-
gura ( 10 ).

Los fracciones activas se reunieron y concentraron en el evapora-
dor rotatorio hasta un vol umen de 5 ml.

Se tomaron al fcuotas de 50 ,Jl (equivalentes a 68 tallos oculares)
para anél isis por bioensayo y para anélisis electroforético.

La el ectroforesis anal tica de 5 ul de este extracto concentrado a
pH 1.8, después de observarla al U.V, ;' revelarla con Pauly y ninhidri-

na, mostré un patrén de manchas que se esquematiza en la figura ( 11 ).

3) Cromatograffa en Sephadex G-15.- La corrida de dextrén azul
al 2% (ver MATERIALES Y METODQS, pag. 28) dié como resul tado la
obtencién de los siguientes volGmenes vaclfos: Vo =115 ml, Vo'= 138 ml,
Vo'"= 169 ml. El volumen vacfo tomado en cuenta en este caso fue el de

138 ml.
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Figura ( 10 ).- Segunda cromatograffa en Sephadex G-25 fino correspondiente a 6000
tallos oculares del extracto obtenido de la primera cromatogreffa en la misma co-
lumna. Dimensiones: 1.9 x 111 cm; volumen total del lecho: 315 ml; flujo: 17.5
mi/h; volumen de cada fraccién: 5.5 ml. Eluyente: agua bidestilade y desioniza-
da. La zona sombreada corresponde a las fracciones que presentaron actividad

neurodepresora.
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Observacion al U.V. Pauly Ninhidrina

Figura ( 11 ).- Electroforesis analftica a pH 1.8 de 5 | del extracto ob-
tenido de la segunda cromatograffa en Sephadex G-25 fino.
Tiras de papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 450 v; 80 min;
amortiguador: Gc. férmico

4.45, v/v/v)

: &c. acético glacial : agua, (1:



Las demés condiciones de la columna fueron las que a continuacién
se indican. Dimensiones: 1.9 x 117 cm; volumen total del lecho: 331 mi;
flujo: 12 ml/h; volumen de cada fraccién: 6 mli.

Una vez calibrada la columna y después de lavarla perfectamente;
se procedié a pasar una tercera parte del extracto correspondiente al pdso
de purificacién anterior; por lo tanto, se tomaron 1.6 ml (equivalentes a
2000 tallos oculares), se diluyeron a 5 ml con agua y se aplicaron a la
columna de Sephadex G-15. Se empezé a graficar y colectar cuando la
muestra penetr§ totalmente en el gel. Las condiciones de la prueba fueron
las mismas que durante la calibracién.

Se buscé por bioensayo la actividad neurodepresora en allcuotas de
100 pl c/u, de cada tercer tubo, y se encontrd en las fracciones 38 - 43.
La gréfica que correspondg a esta corrida se puede observar en la figura
(12).

Se lavé la columna durante toda la noche. Los restantes dos tercios
del extracto (equivalentes a 4000 tallos oculares) se diluyeron a 5 ml con
agua y se aplicaron a la columna, para cromatografiarlo en las mismas
condiciones que la corrida anterior.

De igual manera que en veces anteriores, se tomaron allcuotas de
100 )ul c/u, de cada tercer tubo, para localizar la actividad neurodepre=
sora por medio del bioemsayo. Las fracciones activas fueron 37 - 44. La

gréfica correspondiente a esta corrida se puede observar en la figura ( 13 ).
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Figura ( 12 ).- Cromatograffa en Sephadex G-15 correspondiente a 2000 tallas ocula-
res del extracto obtenido de la segunda cromatograffa en Sephadex G-25 fino.
Dimensiones: 1.9 x 117 cm; volumen total del lecho:331 ml; flujo: 12 mi/h;
volumen de cada fraccién: 6 ml. Eluyente: agua bidestilada y desionizada. La
zona sombreada corresponde a las fracciones con actividad neurodepresora.
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Figura ( 13 ).- Cromatograffa en Sephadex G-15 correspondiente a 4000 tallos oculares del
extracto obtenido de la segunda cromatograffa en Sephadex G-25 fino. Dimen-
siones: 1.9 x 117 cm; volumen total del lecho: 331 ml; flujo: 12 ml/h; volumen
de cada fraccién: 6 ml. Eluyente: agua bidestilada y desionizada. La zona som-
breada corresponde a las fracciones que presentaron actividad neurodepresora.
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Una vez localizadas las fracciones que contenfan HND, se reunie-
ron y concentraron en el evaporador rotatorio, hasta un volumen final de
2 ml.

Se tomaron dos alfcuotas de 15 };I c/u (50 tallos oculares) para
anélisis por bioensayo y anélisis electroforético.

La electroforesis analftica a pH 1.8, observada al ultravioleta, y
revelada por los métodos de Pauly, ninhidrina y cloro, mostré el patrén
de manchas que se indica en la figura ( 14 ).

Por su parte, los datos obtenidos por bioensayo del extracto resul-
tante de Sephadex G-15 revelaron que se habla recuperado el 100% de
actividad hasta esta etapa de la purificacién.

También se hizo una electroforesis a'nall'fica a pH 10.0 (ver MATE-
RIALES Y METODQS, pag. 13) utilizando 10 ,Jl del extracto. Se cbservé
bajo la luz ultravioleta y se revel6 con los métodos de ninhidrina, Pauly
y cloro. En la figura ( 15 ) se aprecian los patrones de manchas obteni-
dos en esta electroforesis.

Como se puede observar, los resultados de la electroforesis a pH
10.0 mostraron una sola mancha en el centfmetro -1 con las siguientes ca-
racterfsticas: cloro (+), Pauly (+) y ninhidrina (-). Por datos anteriores ( 13 ),
sabfamos que la HND es una molécula neutra y que no se mueve del ori-
gen cuando se le aplica un campo eléctrico. Por lo tanto se decidié se-

guir la purificacién de la hormona por métodos electroforéticos.
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Pauly Ninhidring Cloro

Figura ( 14 ).~ Electroforesis analftica a pH 1.8 de IO')JI del extracto
obtenido de la cromatograffa en Sephadex G-15. Tiras de
papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 450 v; 80 min; amor-

tiguador:
v/v/v).

Gec. férmico :

Gc. acético glacial : agua, (1:4:45,
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Observacion al U.V. Pauly Ninhidrina Cloro

Figura ( 15 ),- Electroforesis analftica a pH 10.0 de 10 pl del extracto

obterdio de la cromatograffa en Sephadex G-15. Tiras de
papel Whatman 3 MM de é x 31 <m; 450 v; 80 min; amor-

tiguador: carbonato de amonio 0.1 M ajustade a pH 10.0
con amonfaco.
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Se procedié a concentrar el extracto obtenido de la columna de
Sephadex G-15 hasta 1.5 ml, utilizando para ello, una corriente de ni-
trégeno. Al hacerlo se formé un pequefio precipitado que fue eliminado
al cenirifugar la muestra @ 2000 RPM (900 x g), 15 minutos, a tempera-
tura ambiente. El volumen final fue de 1.4 ml.

4) Se hicieron electroforesis preparativas (cinco en total) a pH 10.0,
aplicando 300 )JI de muestra en cada hoja (ver MATERIALES Y METODOQS,
pag. 29). Al finalizar las electroforesis, y después de secar las hojas en
el horno, se corté un extremo de cada hoja y se tifieron por los métodos
de Pauly y cloro. Como se observa en la figura ( 16 ) nuevamente se ob-
tuvo una mancha cloro (+), Pauly (=) en -1. Por lo tanto, se procedi$
a cortar tiras a lo ancho de la hoja, desde el origen hasta -1.5 em, con
el propésito de extraer la hormona de ahl (ver MATERIALES Y METCDOS,
pag. 30).

Después de la extraccién se tuvo un volumen de 30 ml, el cual

se concentré en el evaporador rotatorio hasta un volumen final de 700 pl.

El siguiente paso fue correr una electroforesis analftica a pH 1.8,
y revelar con cloro y ninhidrina, con el fin de observar el grado de puri-
ficacién alcanzado con la electroforesis a pH 10.0.

Como se puede observar en la figura ( 17 ), en el origen apare-
cié una mancha ninhidrina (=) y cloro (+), en tanto que en -9 se vié

una mancha ninhidrina (+) y cloro (+).
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Pauly Cloro

Figura ( 16 ).- Extremos de las hojas de electroforesis preparativa a pH
10.0 del extracto obtenido de Sephadex-G-15. 450 v; 80
min; amortiguador: carbonato de amonio 0.1 M ajustado a
pH 10.0 con amonfcco.
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Ninhidrina Cloro

Figura ( 17 ).~ Electroforesis analftica a pH 1.8 del extracto obtenido
a pH 10.0. Tiras de papel Whatman de é x 31 cm; 450 v;
80 min; amortiguador: Gc. férmico : &c. acético glacial :

agua, (1:4:45, v/v/v).
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5) Por lo tanto, se decidié hacer una electroforesis preparativa
a pH 1.8 con el fin de eliminar el contaminante de -9. Al finalizar la
corrida se' tifi® un extremo de la hoja por el métode del cloro; el resul-
tado se aprecia en la figura ( 18 ). Como se ve, aparecieron manchas
positivas en -1, -5, -7, y -9, Se procedié a cortar de +0.5 hasta ~1.5
y se extrajo la hormona en la forma que se lia descrito anferiormente. Los
filtrados obtenidos se concentraron hasta un volumen final de 300 ple

Para saber el grado de purificacién obtenido, se decidié hacer
una electroforesis analftica a pH 3.5 (ver MATERIALES Y METODOQOS,
pag. 13). Los resultados, que se observan en la figura ( 19 ) fueron los
siguientes: aparecié una sola mancha en el origen, ninhidrina (+), cloro (+),
Pauly (=), lo cual fue muy raro, pues la muestra obtenida de la electro-
foresis a pH 1.8 no era positiva a la ninhidring. La explicacién a este
fendmeno se encontrd al saber que el papel utilizado como soporte tanto
come el Gcido acético comercial estén contaminados con glicina y acetil-
glicina, y que este amino&cido no presenta movilidad electroforética al pH
utilizado en esta electroforesis ( 26 ). Para comprobario se corrié un patrén
de glicina (50 p9), ademés de muestras del extracto de pH 1.8, a pH 3.5
bajo las mismas condiciones que la electroforesis anterior. Al finalizar la
corrida, y después de tefiir con ninhidrina, se pudo observar que en efec-
to la glicina se mantiene en el origen. De esta manera, pudimos saber que
nuestra muestra se habfa contaminado en la electroforesis a pH 1.8 con

los reactives usados.
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Figura ( 18 ).- Extremo de la hoja de electroforesis preparativa a pH 1.8
del extracto obtenido a pH 10.0. 450 v; 80 min; amortigua=-
dor: &c. férmico : 6c. acético glacial : agua, (1:4:45, v/v/v).
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Ninhidrina Pauly Cloro

Figura ( 19 ).- Electroforesis analftica a pH 3.5 del extracto obtenido
de pH 1.8. Tiras de papel Whatman de é x 31 cm; 450 v;
80 min; amortiguador: piridina : 6c. acético glacial : agua,
(1:10:89, v/v/v).
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6) Para deshacernos de esa contaminacién, se decidié volver a
correr la totclidad de la muestra en una electroforesis preparativa a pH
10.0, en donde la compesicién de la solucién amortiguadora no requiere
de 4cido acético para su preparacién. Al finalizar la electroforesis se ti-
fi6 un extremo de la hoja con cloro y se observaron dos manchas positivas,
una en el origen y la otra en +4. Se corrieron controles de glicina y ace-
til-glicina en tiras simples de papel, bajo las mismas condiciones y se
revelaron con cloro; se observé que en efecto aparecfan manchas positi-
vas en +4. Por lo tanto, se procedié a extraer la hormona, cortando la

hoja desde +0.5 hasta =1.5. Después se concentrd hasta 500 Fl.

7) Como siguiente paso se procedié a correr la muestra en electro~
foresis analfticas a distintos pH (].8, 3.5, 6.0 y 10.0) para ver el grado
de purificacién alcanzado. En cada tira simple de papel se aplicaron 5)J|
del extracto obtenido de pH 10.0. También se corrié un patrén de glicina.

I)Electroforesis analftica a pH 1.8.- Como se observa en la
figura ( 20 ), aparecié una mancha cloro (+), ninhidrina (=) y Pauly (=)
en el origen; y otra Pauly (+), ninhidrina (=) y cloro (- ) en =12. La gli=

cina aparecié en =7.

1) Electroforesis analftica a pH 3.5.- La figura ( 21 ) mues-
tra una mancha cloro (+), Pauly ( =), ninhidrina ( =) en =1; y una man-

cha Pauly (+), cloro (-), ninhidrina (~) en =7. La glicina aparecié en
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Glicina Ninhidrina Pauly . Cloro

Ninhidrina

Figura ( 20 ).- Electroforesis analftica a pH 1.8 del extracto obtenido
a pH 10.0. Tiras de papel Whatman de 6 x 31 cm; 450 v;
80 min; amortiguador: &c. férmico : &c. acético glacial :
agua, (1:4:45, v/v/v).
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Glicina Ninhidrina Pauly Cloro

Ninhidrina

Figura ( 21 ).~ Electroforesis analftica a pH 3.5 del exiracto obtenido
a pH 10.0. Tiras de papel Whatman de 6 x 31 em; 450 v;
80 min; amortiguador: piridina : &c. acético glacial : agua,

(1:10:89, v/v/v).
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1) Electroforesis analftica a pH 6.0.- Como se puede cbser~
var en la figura ( 22 ), en esta electroforesis se vié una mancha cloro (+),
ninhidrina (=), Pauly (=) en el origen; y una mancha Pauly (+), ninhi-

drina (=), cloro (=) en =9. La glicina se mantuvo en el origen.

IV) Electroforesis analftica a pH 10.0.- En este caso se obtuvo
una mancha cloro (+), ninhidrina (=), Pauly (+) en el origen, tal como

se muestra en lc figura ( 23 ). La glicina se movié hacia 4.

Estas pruebas nos indicaron que existfa todavla un pequefio contami-
nante Pauly (+) que probablemente se introdujo en la electroforesis a pH
10.0. Para comprobar esta hipétesis se tifié una tira de papel que no con-
tefifa muestra alguna, utilizada como blanco en la electroforesis, y efec-
tivamente aparecié una mancha Pauly (4-) en el origen. Ademés, por su
migracién a pH 1.8, 3.5, y 6.0, se supuso que se trataba de un contaminan-

te de bajo peso molecular.

8) Con estos datos en mente, se decidié pasar la muestra por la
columna de Sephadex G-=25 fino, con el fin de que ese contaminante (si
efectivamente tenfa bajo peso molecular) se separara de la hormona.

Las condiciones de la columna fueron las siguientes. Dimensiones:
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Glicina Ninhidrina Pauly Cloro
Ninhidrina

Figura ( 22 ).- Electroforesis analftica a pH 6.0 del extracto obtenido
de pH 10.0. Tiras de papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm;
450 v; 80 min; amortiguador: piridina : &c. acético glo-
cial : agua, (46:4:950, v/v/v).
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Figura ( 23 ).- Electroforesis analftica a pH 10.0 del extracto obtenido
de la electroforesis preparativa de pH 10.0. Tiras de papel
Whatman 3 MM de 6 x 31 ecm; 450 volts; 80 min; amorti-

guador: carbonato de amonio 0.1 M ajustado a pH 10.0
con amonfaco.
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1.9 x 108 cm; volumen total del lecho: 306 ml; flujo: 16 mi/h; volumen
de cada fraccién: 5 ml.

Se diluyé la muestra a 1 ml y se aplicé a la columna, se lavé
con 4 ml de agua y una vez que penetraron éstos, se empezé a graficar
y recolectar. Como en los casos anteriores, en esta ocasién también se
eluyé con agua.

Como se puede observar en la figura ( 24 ), no hubo ninguna ab-
sorbencia a 254 nm. Por lo tanto, para saber en donde quedé la hormona
después de la cromatograffa, se procedié a leer la absorbencia de las frac-~
ciones a 206 nm, que es la zona en donde absorbe la unién peptfdica. Se
encontré un pico de absorbencia en las fracciones 50 - 60.

Se reunieron estas fracciones y se concentraron en el evaporador

rotatorio hasta un voliumen final de 1 ml.

9) Nuevamente, se hizo una electroforesis analftica a pH 1.8 y se
tifieron las tiras por los tres métodos. En esta ocasién, tal como se mues-
tra en la figura ( 25 ), sélo aparecié una mancha cloro (+), ninhidrina (=)
y Pauly ( =) en el origen. Con esto comprobamos que el contaminante

Pauly (+) habfa sido eliminado.

Después de este paso, conclulmos que cuando menos a un nivel ma-
croscépico, la hormona neurodepresora se encontraba pura. Sin embargo,

habla que demostrarlo y asegurarse de que asl era.
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Figura ( 24 ).- Cromatograffa en Scphadex G-25 fino del extracto obtenido de pH 10.0,
Dimensiones: 1.9 x 108 cm; volumen total del lecho: 306 ml; flujo: 16 mi/h; vo-
lumen de cada fraccién: 5 ml. La zona sombreada corresponde a las fracciones que
presentaron actividad neurodepresora.
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Ninhidrina Pauly Cloro

Figura ( 25 ).- Electroforesis a pH 1.8 del extracto obtenido de la
cromatograffa en Sephadex G-25 fino. Tires de papel
Whatman 3 MM de 3 x 31 cm; 450 v; 80 min; amorti-
guador: &c. férmico : Gc. acético : agua, (1:4:45,

v/ v/v).



c) DEMOSTRACIONES DE PUREZA.-

1) Electroforesis y cromatogroffa ascendente en capa delgada.-

Las condi ciones utilizadas para esta técnica estén descritas en la seccién
anterior (ver MATERIALES Y METODQS, pag. 34). Se aplicé la mues-
tra (5 yl) a la placa de celulosa y se saturé con la solucién amorti-
guadora de &c. férmico : éc. acético glacial : agua, (1:4:45, v/v/v),
pH 1.8. Se corrid la el ectrof oresis. Después de secar la placa, se co-
rri & una cromatograffa ascendente en otra dimensién, bajo las condicio-
nes ya descritas. Al finalizar ésta se secé la placa y se tifi6 por el
mét odo del cloro. Como se puede observar en la figura ( 26 ), apare-
cié una mancha positiva en el centro de la placa y una més en el ex-
tremo izqui erdo, del lado del polo negativo.

Con el fin de investigar si esta segunda mancha se debfa a con-
taminaci 6n de |a sol uci 6n amortiguadora, se hizo un experimento en idén-
ticas condiciones que el anterior, perosin poner muestra, es decir se co-
rrié un blanco. Después de tefiir con cloro aparecid una mancha positiva
en la misma posicidn que en el experi mento anterior. Este experi mento
nos mostré que |la mancha que se encontraba en el extremo izquierdo de
la placa era un contaminante del sistema y no de |a muestra de hormena.
La figura ( 27 ) muestra un esquema de este resul tado.

Entonces, los resultados de esta prueba mostraron que se obtuvo
vna sol a mancha ;:orrespondienfe a la HND, con las sfguienf&s caracte~

risticas ;
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Figura ( 26 ).- Anélisis electroforético y cromatogréfico de la HND en
capa delgada. Placas de celulosa MN 300, de 250 micras
de espesor, de 20 x 20 cm. Electroforesis: 500 v; 45 min;
amortiguador: éc. férmico : Gc. acético : agua, (1:4:45,
v/v/v). Cromatograffa ascendente: colocando la misma
placa a 90 grados con respecto a la electroforesis. Sol-
vente:n-butanol : &c. acético : agua, (4:1:5, v/v/v) uti-
lizando la parte superior. Tiempo de anélisis: 2 horas.
Cantidad de muestra aplicada: 5 }Jl. Revelada con cloro.
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Figura ( 27 ).- Anélisis electroforético y cromatogréfico de un blanco sin
HND, en capa delgada. Placa de celulosa MN 300, de 250
micras de espesor, de 20 x 20 cm. Electroforesis: 500 v; 45
min; amortiguador: Gc. férmico : Gc. acético : agua, (1:4:45,
v/v/v). Cromatograffa ascendente: colocando la misma placa
a 90 grados con respecto a la electroforesis; solvente: n-buta-
nol : &c. acético : agua, (4:1:5, v/v/v) utilizando la fase
superior. -Tiempo de anélisis: 2 horas. Muestra: no se puso.
Revelado con cloro.
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Movi lidad el ectroforética: 7 mm hacia el polo negative a
partir del origen.

Movi | idad cromatogréfica: 6.5 cm

Distancia recorrida por el solvente: 12.6 cm

Rf cromatogréfico: 0.515

2) Dansilacién.- Como otro criteric de pureza se realizé una
dansilacién (ver MATERIALES Y METODQOS, pag. 37) de 20 )Jl de! ex-
tracto purificado de HND. Como control positivo se dansilé 1 )Jl de ala-
nina 0.05 M y como control negativo se hizo un blanco de reactivos.

De acuerdo a estudios previos sobre la HND de Procambarus bou-

vieri se habla determinado que &sta se encontraba bl oqueada en ambos

extremos ( 18 ). Esto significa que no existe un grupo -NH, termi nal
suscept ible de reaccionar con el cloruro de dansilo. Por lo tanto, si

la hormona neurodepresora de Penaeus vannamei posefa |a misma caracte-

rfstica, entonces no deberfa dansilarse; y si existfa al gbn ami no4cido con-
taminante, &ste deberTa formar un producto dansilado que se podrfa ob-
servar por este método.

En la figura ( 28 ) se muestran los resul tados de este experimen-
to. Como se puede apreciar, en la placa que contenfa HND sél o apare-
cieron los subproductos caracteristicos de |a dansilacién, es decir DNS-CH
y DNS=-NH,, al igual que en el blanco de reactivos (control negativo) .

Por su parte, el control positivo revel § la presencia de DNS-CH, DNS-NH,,



- 89 -

c

Figura ( 28 ).~ Anélisis por dansilacién de la pureza del extracto de HND.
A) Control negativo: blanco de reactivos. B) Control pesitivo:
dansilacién de 1 pl de alanina 0.05 M. C) Dansilacién de
20 pl de la solucién de HND. Microcromatograffas en placas
de poliamida, 3 x 3-cm. la. dimensién: agua : &c. férmico,
(100:3, v/v). 2a. dimensién: benceno: &c. acético, (9:1, v/v).
3a. dimensién: acetato de etilo : metanol : &c. acético, (20:1:1,

v/v/v).
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y DNS-Ala en su posicién caracterfstica de acuerdo a la mezcla de sol-
ventes empleados en las microcromatograffas.
Asl pues, este experimento mostré que no existfa ningGn aminoéci-

do contaminante en |a muestra de HND.

3) Cromatograffa ascendente unidimensional .~ En esta técnica,
descrita en |a seccién anterior (ver MATERIALES Y METODQOS, pag. 35),
se utilizaron 5 }Jl de la solucién de HND. Después de tefiir con el mé-
todo del cloro se obtuvo el resultado que se observa en la figura ( 29 ):
una sola mancha con las caracterflsticas que abajo se mencionan.

Movilidad cromatogréfica: 7.75 cm
Distancia recorrida por el solvente: 15 cm

Rf cromatogréfico: 0.516

4) Electroforesis y. cromatograffa descendente en papel .- Esta téc-
nica (ver MATERIALES Y METODOS, pag. 36) se utilizé también para
determinar el estado de pureza de la HND.

El resul tado se muestra en la figura ( 30 ). Este experimento dié
los datos que a continuacién se sefial an.

Movilidad el ectroforética: 9 mm hacia el polo negativo.
Movilidad cromatogréfica: 9 cm
Distancia recorrida por el solvente: 20 cm

Rf cromatogréfico: 0.45
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Figura ( 29 ).- Cromatograffa ascendente unidimensional de 5 ’JI de HND.
' Placa de celulosa MN 300, de 250 micras de espesor, de
20 x 20 cm; solvente: n-butanol : 6c. acético : agua, (4:1:5,
v/v/v) utilizando Gnicamente la fase superior. Se dejé correr
el frente del solvente 15 cm a partir del punto de aplicacién.
Revelado con cloro.
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Figuro ( 30 ).- Electroforesis y cromatograffa descendente en papel de
5 pl de la solucién de HND. Electroforesis: hojas de papel
Whatman 3 MM de 29 x 31 cm; 450 v; 80 min; amortigua-
dor: carbonato de amonio 0.1 M agjustado a pH 10.0 con
amonfaco. Cromatograffa: colocando lc hoja a 90 grades con
respecto a la electroforesis; solvente: n-butanol : éc. acético
: agua, (4:1:5, v/v/v) sélo la fase superior. Se dejé correr
el frente del solvente 20 cm. Revelado con cloro.



5) Electrof oresis de alto voltaje.- Lés condiciones de este expe-
rimentc se mencionaron anteriormente (ver MATERIALES Y METODQS, pag.
30) . Debido al voltaje emplecdo en esta técnica, cualquier partfcula con
carga, por pequefia que ésta sea, es atralda hacia Ids polos, y por lo tan-
to se puede obtener la separacién de los integrantes de una mezcla.

Tal como se observa en la figura ( 31 ), este experimento mostrd
la presencia de una sola mancha en el centfmetro -3. Este corrimiento de
la muestra puede explicarse por. el fenémeno de el ectroendésmosis, ya que
durante el procedimiento de purificacién por métodos electroforéticos nos’

habfamos percatado que la HND es una molécula eléctricamente neutra.

AsT pues, después de 1levar a cabo todas estas demostraciones de
pureza, pudimos concluir que la solucién de hormona neurodepresora se en-
contraba razonablemente pura y que el método escogido para su purifica-

cién habfa |ogrado su objetivo.

d) CARACTERIZACION.-

1) Determinacién aproximada de peso molecular.- Las caracterfsti-
cas de la columnc de Sephadex G-15 que se utilizé para la determinacién
de peso molecular de la HND, con la ayuda de los patrones cianocobala-
mina y LH-RH (3H) fueron las que a continuacién se mencionan. Dimensio-
nes: 1.9 x 117 cm; volumen total del lecho: 331 ml; flujo: 12 ml/h; vol u-

men de cada fraccién: 5 ml.
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Figura ( 31 ).~ Electroforesis de alto voltaje a pH 6.0 de 5 pl de la so-
lucién de HND. Tira de papel Whitman de 27 x 76 cm;
4500 v; 60 min; amortiguador: piridina.: Gc. acético : agua,
(46:4:950, v/v/v) pH 6.0.
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La gréfica que muestra la corrida de cianocobalamina se observa
en la figura ( 32 ). El volumen de elucién de la méxima concentracién
de Vit Byy fue de 212 ml.

Por lo que respecta a la corrida de LH-RH (3H), para determinar
en qué fraccién se encontraba el péptido radiactivo, se procedié a contar
la radiactividad de las distintas fracciones en un espectrémetro de cente-
lleo ITquido, tal como se mencioné anteriormente (ver MATERIALES Y ME-
TODQS, pag. 40). En la figura ( 33 ) se observa la gréfica que muestra
los resultados de este experimento.

Como se puede apreciar, el pico més alto de radiactividad se en-
cuentra en las fracciones 55 - 56, correspondiendo a un volumen de elu- _
cién de 270 ml. |

La interpol acién de ambos vol Gmenes de elucién en la gréfica
donde se corrié el extracto de HND en Sephadex G-15 se muestra en la
figura ( 34 ); como se puede apreciar la zona de actividad neurodepreso-
ra se encuentra entre las que corresponden a 1355.5 y 1181 de peso mole-
cular.

De este experimento conclufmos que nuestra hormona tiene un peso

mol ecul ar aproximado de 1200 daltones.

2) Determinacién de actividad de la tripsina.- La actividad tripti-
ca sobre un sustrato artificial fue determinada en la forma que se describié

previamente (ver MATERIALES Y METODQS, pag. 41).
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Figura ( 32 ).~ Cromatograffa en Sephadex G-15 de 20 mg de cianocobalamina. Dimen-
siones: 1.9 x 117 cm; volumen total del lecho: 331 mi; flujo: 12 ml/h; volumen de
cada fraccién: 5 ml.
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Figura ( 33 ).~ Cromatograffa en Sephadex G-15 d. 10 pl de LH-RH (3H). Dimensiones:

1.9 x 117 cm; volumen total del lecho: 331 ml; flujo: 12 mi/h; volumen de cada
fraccién: 5 ml.
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Figura ( 34 ).= Interpolacién de los volGmenes de elucién de cianocobalamina y
LH-RH ( 'H) en Sephadex G-15, en el volumen de elucién de la HND,-
también en Sephadex G-15. Dimensiones: 1.9 x 117 e¢m; volumen total del
lecho: 331 ml; flujo: 12 mi/h. La zona sombreada corresponde a las frac-
ciones que presentaron actividad de HND.
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En la figura ( 35 ) se puede observar la gré&fica de las lecturas
obtenidas a 253 nm. Este experimento demostré que la tripsina DCC st

funcionaba cuando se |e ponfa un sustrato artificial.

Por lo que respecta a la actividad de latripsina frente a un sustra-
to natural, tal como lo es la hemoglobina bovina, (Ver MATERIALES Y
METODQS, pag.42), en la figura ( 36 ) se puede observar un esquema
de las "huellas digitales" obtenidas para esa protefna. Como se puede apre-
ciar aparecieron 20 manchas sensibles a la tincién con ninhidrina, corres-

pondientes a ofros tantos péptidos, en los cuales fue hidrolizada la pro=-

tefna original.

3) Digestiones enziméticas.- Por lo que respecta a las incubacio-
nes de HND con diversas enzimas se obtuvieron los siguientes resultados
en el bioensayo:

ler. experimento

Tubo Actividad biolégica

1 5 }JI HND *
3 pl tripsina DCC 1% (=)

2 5 }Jl HND

3 }Jl tripsina DCC 1% (=)
3 5 )JI HND

3 }JI solucién amortiguadora (+)
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Figura ( 35 ).- Determinacién de actividad de la tripsina sobre BAEE.
Enzima: tripsina DCC en HCl 1 mM (1 - 2 ug/100pl);
Sustrato: &~N-benzoil-arginil-etil-éster-HCl 0.01 M;
Amortiguador: Tris=HCI 0.046 M, CaCly 0.0115 M, pH 7.6
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Figura { 36 ).- Determinacién de la actividod de la tripsina sobre la hemo-
globina bovina por medio de "huellas digitales". Sustrato: he-
moglobina bovina al 2% desnaturalizada. Enzima: tripsina DCC
al 0.5% en HCl 1 mM. Electroforesis: hoja de papel Whatman
3 MM de 29 x 31 ecm; 500 v; 150 min; amortiguador: piridina :
&c. acético : agua, (10:0.4:90, -v/v/v) pH 6.4. Cromatograffa:
a 90 grados con respecto a la electroforesis; solvente: n=butanol:
éc. acético : agua, (4:1:5, v/v/v) (fase superior). Tincién con
ninhidrina.
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Tubo
4 3 }JI tripsina DCC 1% inactivada
5}1' HND

*correspondientes a 20 tallos oculares

20. experimento
A 5}1' HND
3 )J' quimotripsina tipe !l 1%
B 5 /ul HND
3 }JI quimof‘ripsinc tipo Il 1%
(o S pl HND
3 IJ' solucién amortiguadora
D 3 fl quimotripsina 1% inactivada

5 }J' HND

3er. experimento
I 5 pl HND
3 )JI pronasa, grado B 1%
] S pl HND
3).|| pronasa, grado B 1%
11 5 )JI HND
3 }J.I solucién amortiguadora
v 3 pl pronasa 1% inactivada

5 }Jl HND

Actividad biolégica

(+)

(+)

(+)

(+)

(+)
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Tubo Actividad biolégica
40. experimento
1 5 )Jl HND
3 pl inhibidor de tripsina 1% (=)
2 5 ):I HND
3 )ul inhibidor de tripsina 1% (=)
3 5 pl HND

3 )Jl solucién amortiguadora (%)

Para proseguir con el anélisis de la HND, ahora por medio de la
técnica de dansilacién, se procedié a dansilar, uno por uno, a los siguien-
tes aminoGcidos: Leu, Pro, Val, lle, Ala, Glu, Gln, Asp, Asn, Ser, Thr,
His, Lys, Phe, Met, Gly, Arg; con el fin de tenerlos como patrones de
identificacién. En la figura ( 37 ) se puede observar un mapa general de
la posicién en que cromatograffan estos aminocidos. Las cromatograffas
se realizaron por el sistema de dos dimensiones (ver MATERIALES Y ME-

TODQOS, pag. 46).

4) Determinacién de la composicidn de amino&cidos.= Como se
menciond previamente (ver MATERIALES Y METODQOS, pag. 45), la com-
posicién de amino&cidos de la hormona neurodepresora se determiné por

medio de hidrélisis y dansilacién, probando antes el método con un control
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Figura ( 37 ).- Mapa general de DNS-aminoGcidos. 1) Histidina, 2) Argi-
nina, 3) Ac. Glutémico, 4) DNS-OH, 5) Ac. Aspértico,
6) Glutamina, 7) Glicina, 8) DNS-NH5, 9) Asparagina, 10)
Treonina, 11) Alanina, 12) Prolina, 13) Valina, 14) Fenilala-
nina, 15) Leucina e Isoleucina, 16) Serina, 17) Metionina,
18) Lisina. Cromatograffa en placas de poliamida (3 x 3 cm);
la. dimensién: &c. férmico : agua, (1.5:100, v/v); 2a. di-
mensién: l-butanol : heptano : Gc. acético, (3:3:1, v/Av/A).
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conocido.

Los resultados de la hidrélisis y dansilacién del péptido S de la
ribonucleasa se observan en la figura ( 38 ). Como se puede apreciar se
observan, ademés de los contaminantes DNS=OH vy DNS-NH,, 10 man-
chas correspondientes a los DNS-amino&cidos siguientes: Lys, Glu, Thr,
Ala, Phe, Arg, His, Met, Asp, Ser, y tres contaminantes no identifi-
cados.

Para la HND, se tomaron 80 }Jl y se trataron de acuerdo a la me-
todologla ya deserita. El resultado aparece en la figura ( 39 ). Les
DNS-aminoécidos que se observaron fueron los siguientes: Pro, Val, Leu,

lle, Gly, Thr, Glu, Ser, Ala,Lys (?).
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Figura ( 38 ).~ Hidrélisis y dansilacién del péptido S de la ribonucleasa.
Cromatograffa en placa de poliamida (3 x 3 c¢cm); la. dimen-
sién: Gc. férmico : agua, (1.5:100, v/v); 2a. dimensién:
I-butanol : heptano : &c. acético, (3:3:1, v/v/v).
1V DNS-His, 2) DNS-Arg, 3) DNS-Glu, 4) DNS-Thr, 5) DNS-
OH, 6) DNS-Asp, 7) DNS-NH,, 8) DNS-Ala, 9) DNS-Phe,
10) DNS-Met, 11)DNS-Ser, 12) DNS-Lys, 13); 14) y 15)
contaminantes no identificados. :
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Figura ( 39 ).- Hidrélisis y dansilacién de 80 pl de la solucién de HND.
Cromatograffa en placa de poliamida (3 x 3 cm); la. dimen-
sién: &c. férmico : agua, (1.5:100, v/v); 2a. dimensién:
1-butanol : heptano : éc. acético, (3:3:1, v/v/v).

1) DNS-Glu, 2) DNS-Thr, 3) DNS-OH, 4) DNS-Gly,
3) DNS-NH,, 6é) DNS-Ala, 7) DNS-Pro, 8) DNS-Val,
9) DNS-Leu y DNS-ile, 10) DNS-Ser, 11) DNS-Lys (?),
12), 13) y 14) contaminantes no identificados.
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DISCUSION

El interés primordial de esta investigacién fue el aislamiento, pu-
rificacién y caracterizacién de una hormona neurodepresora que se locali-
za principalmente en la gléndula sinusal de los tallos oculares del cama-

rén Penaeus vannamei (Boone).

Desde 1941, Roberts ( 27 ) y Schallek ( 28 ) supusieron la existen-
cia en los crustéceos de alguna sustancia con esta propiedad.

En 1974, los doctores Huberman, Aréchiga y Naylor describieron
el hallazgo de esta actividad neurodepresora en el cangrejo Carcinus mae-
E(L.) ( 29 ), y demostraron que se trataba de una hormona peptidica,

de bajo peso molecular y termoestable.
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Més tarde, en nuestro laboratorio se logré el aislamiento, purifi-
cacién ( 13 ) y caracterizacién ( 18 ) de una hormona neurodepresora de

la gléndula sinusal del acocil mexicano Procambarus bouvieri ( 7 ). Di-

cha hormona presenta las siguientes caracterlsticas:

Es una molécula de naturaleza peptidica, termoestable, dializable y
por lo tanto de bajo peso molecular, sensible a la digestién con tripsina,
es neutra a cualquier pH cuando se le aplica un campo eléctrico, se en-
cuentra bloqueada tanto en el extremo =NHo como en el ~COQH, proba-
blemente con una estructura clclica. Tiene la siguiente composicién pro-
bable de aminoGcidos: Gln, Asn, His, Gly, Ala, Pro, Val, Leu, lle, Ser
y Thr, con un peso molecular aproximado de entre 1000 y 1500 daltones.

Por otra parte, también se ha demostrado que esta sustancia se
comporta como una hormona, pues se la ha localizado en la hemolinfa

de Procambarus bouvieri ( 30 ), y que ademés parece secretarse en forma

circadiona, pues se ha descrito una mayor concentracién durante el dia y
una concentracién menor durante la noche en la hemolinfa del acocil ( 31 ).
Otras evidencias sugieren que también se trata de una molécula que modula
la excitabilidad neuronal a lo largo del nictémero ( 32 ).

Sin embargo, como se menciond previamente (ver INTRODUCCION,

pag. 9), el estudio de esta hormona en Procambarus bouvieri presenta mu-

chas dificultades para trabajarla, debido principalmente a la baja concen-
tracién de HND en los tallos oculares de este animal (aproximadamente

10 ng/tallo) y a la escasez del crustceo.
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Se pensé, en nuestro laboratorio, que la HND era una molécula
que, por sus importantes caracterfsticas fisiolégicas, debla encontrarse en
ofras especies relativamente cercanas en la evolucién, y que por ello
deberla encontrarse en ofros crustéceos decépodos. Aunque el acocil

Procambarus bouvieri es un crustéceo de aguas continentales, se intentd

identificar la misma actividad neurodepresora en crustéceos decépodos ma-

rinos, y se logré tener éxito al hallar actividad de HND en Penceus va-

nnamei, Penaeus californiensis, - Machrobrachium americanus, Panulirus sp.,

y Calinectes sopidus.

Algunas de estas especies, entre ellas Penaeus vannamei, son es-

pecies comerciales, que se pueden conseguir facilmente y en abundancia
en las costas mexicanas del Océano Paclfico.

En nuestro caso, se logré encontrar un método répido, efectivo y
adecuado para aislar y purificar grandes cantidades de hormona neurodepre-

sora a partir de miles de tallos oculares de Penaeus vannamei, que rindie-

ra materia suficiente para poder seguir los estudios que se velan obstacu-

lizados por los problemas que presenta Procambarus bouvieri.

Tal como, se ha hecho con otras hormonas neurosecretadas de crus-
téceos ( 4,5,6, ), se escogié un método de purificacién que combina téc-
nicas de filtracién en gel y técnicas electroforéticas. Anteriormente, para
purificar la HND del acocil se hablan escogido Gnicamente métodos electro=
foréticos ( 13 ), los cuales, aunque alcanzaban el objetivo planeado, no

permitfan trabajar con grandes cantidades de materia prima, y por lo tanto
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el rendimiento final obtenido era muy limitado. Ademé&s, dicho procedi-
miento resulta més lento, més laborioso y més ccro cuando se quiere pu-
rificar mucho material, que el que se propone en este trabajo.

Para poder identificar la actividad neurodepresora en las distintas
fracciones obtenidas de las diferentes cromatograffas utilizadas, nos vuli-
mos de la técnica del biocensayo. En este punto, hay que hacer notar la
importancia de que exista un cruzamiento fisiolégico entre la actividad

de la HND de Penaeus vannamei y el receptor neuronal de esta hormona

en Procambarus bouvieri, que fue el que nos dié la posibilidad de seguir-

le  la pista a la hormona a lo largo de la purificacién y que nos hizo pensar
que estébamos en presencia de una molé&cula muy similar a la descrita pa-

ra Procambarus bouvieri. Por este mismo método de bioemsayo se pudo

detectar la misma actividad neurodepresora en otros crustéceos decépodos
marinos, lo que nos abre un gran horizonte para la realizacién de un estu-
dio evolutivo con respecto a la hormona neurodepresora, a través de un
gran nOmero de especies, separadas, unas de otras, por millones de afios
en la escala biol8gica, con el fin de investigar las modificaciones que

esta molécula ha sufrido a través del tiempo.

En cuanto al proceso de aislamiento, son de importancia los siguien-

tes pasos:
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A.- La inactivacién de las enzimas proteolfticas por medio
del calentamiento y enfriamiento répidos, para impedir la degradacién
del péptido en estudio.

B.- La formacién de polvos de acetona mostré ser un método
efectivo para evitar pérdida de hormona que pudiera estar englobada por
ITpidos.

C.- La extraccién adecuada del péptido utilizando agua,
aprovechando sus caracterfsticas- hidrofTlicas.

D.- El paso de la diélisis es muy importante, pues de su
buena realizacién dependeré la recuperacién de hormona en el extracto
crudo.

E.- El método de concentracién utilizado mostré ser igualmen-

te efectivo que la liofilizacién, pero mucho més répido y m&s econémico.

Con respecto al procedimiento de purificacién se puede hacer no-
tar lo siguiente:

A.- La filtracién en gel permite la aplicacién de volGmenes
relativamente grandes en una columna, y la separacién de los componentes
de una mezcla de acuerdo a su tamafio molecular. Por lo tanto, se pueden
procesar por este método exiractos correspondientes a una gran cantidad de
tallos, en poco tiempo y a bajo costo, ya que los geles se pueden volver
a utilizar.

B.- Se aproveché la caracterfstica hidrofflica de la hormona
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para elufrla con agua en todas las cromatograffas utilizadas.

C. Como se puede observar en la seccién de RESULTADQS
(ver pag. 53 y 60), aparentemente no se nota disminucién del patrén de
manchas entre el extracto crudo y el extracto cbrenido de la primera cro-
mategraffa en Sephadex G-25 fino, sin embargo debe mencionarse que la
inicnsidad de las manchas disminuyé, y que por lo tanto la concentracién
refativa de los contaminantes fue menor en el extracto obtenido de esta
cromatograffa,

D. En el caso de la segunda cromatograffa en Sephadex G-25
fino se pudo apreciar que ademés de disminuir la concentracién de los con~
taminantes, también fue menor el nGmero de éstos al hacerse el anélisis
electroforético.

E.- Por lo que respecta a la cromatograffa en Sephadex G-15
se pudo observar una resolucién cromatogréfica muy grande (ver figuras 12
y 13) que mostré la presencia de varios picos correspondientes a muchos
contaminantes y de donde se pudo obtener la actividad neurodepresora con
un n0mero menor de contaminantes, tanto en cantidad como en concentra-
cién.

Con los resultados de esta cromatograffa tal vez podria pensarse
que no son necesarias las dos cromatograffas anteriores, pues es en Sepha-
dex G-15 donde se nota una disminucién importante de las manchas con
respecto al extracto crudo. Sin embargo, la resolucién obtenida en este

paso no se hubiera logrado si se hubiera colocado el extracto crudo direc~
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tamente en esta columna, pues es tanta la cantidad de protefnas y con-
taminantes que tiene éste Gltimo, que los picos seguramente se hubieran
imbricado y la separacién no hubiera sido tan buena.

F.- Debido a que el extracto obtenido de Sephadex G-15
se encontraba bastante disminuldo en la concentracién de contaminantes
y a que se le pudo concentrar hasta un volumen muy pequefio, se deci-
dié combiar de téctica y, aprovechando el conocimiento que se tenfa so-
bre el Vcomporfamienfo electroforético de la hormona, se utilizé la elec-
troforesis de mediano voltaje en papel para finalizar la purificacién de
la HND.

G.- Se utilizaron solventes volétiles para evitar la forma-
cién de sales que pudieran afectar los ensayos biolégicos por accién di-
recta sobre las neuronas del acocil.

H.- El método de extraccién del papel mosiré ser igualmente
efectivo que el utilizado por Cimet, A. ( 13 ), pero con las ventajas de
ser més répido y de no dejar pelusa.

l.- El Gltimo paso de purificacién, es decir la. cromatograffa
en Sephadex G-25 fino, después de la utilizacién de méfodos -elecfroforé-
ticos, mostré ser muy adecuado para la eliminacién de aminoécidos libres
que se introducen como contaminantes con el uso de algunos reactivos co-
merciales durante las electroforesis ( 33 ).

J.= Laos diferentes técnicas utilizadas como criterios de pureza

de la hormona, reveloron una sola mancha correspondiente a la HND.
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Por lo tanto, podemos estar razonablemente seguros de que purifi-

camos a homogeneidad a la hormona neurodepresora de Penaeus vannamei.

Por lo que respecta a la caracterizacién de esta molécula, se ob-
tuvieron datos para sefialar lossiguiente:

A.- Se trata de una molécula termoestable, puesto que re-
siste el calentamiento a 80°, durante 3 minutos, sin perder su actividad
biolégica.

B.-Se trata de una molécula que presenta una gran absorben-
cia a 206 nm, longitud de onda a la que absorben, entre otras, sustancias
que contienen enlaces peptldicos. Ademés, para apoyar la sugerencia de
que la HND contiene enlaces peptlfdicos, se encuentra el hecho de que
cuando se la trata con pronasa (mezcla de enzimas proteolfticas de _Sﬁ'ip-
tomyces griseug la hormona pierde por completo sus caracterlsticas biolé-
gicas.

C.- La hormona neurodepresora de Penceus vannamei tiene

un peso molecular aproximado de 1200 daltones, de acuerdo a la compa-
racién que se hizo con patrones de peso molecular conocido, por medio
de la técnica de filtracién en gel, en donde la HND se situé entre la
cianocobalamina (PM 1355.5) y la hormona liberadora de la hormona lu-
teinizante (LH-RH, PM 1181).

El peso molecular exacto, sin embargo, seré conocido con certeza
cuando se determine la estructura y secuencia de aminodcidos de la molé-

cula.
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D.- Se trata de una molécula sensible a las digestiones
con fripsina, quimotripsina y pronasa. Por estas caracterfsticas, se pueden ::
utilizar estas enzimas con el fin de conocer la estructura y la secuencia
del péptido, empléandolas como herramientas para dividir a la molécula
en péptidos més pequefios que se puedan secuenciar por diversas técnicas
que incluyen, entre otras: degradacién de Edman, tratamiento con ;orboxi-
peptidasas A, B o Y, tratamiento con aminopeptidasas, determinaciones de
grupo amino terminal, etc.

Ademés, la hormona neurodepresora pierde sus caracterfsticas bio-
légicas cuando se la incuba en presencia del inhibidor de la tripsina (de
soya ). Este ha sido un hallazgo casual cuyo significado y mecanismo se
encuentran bajo investigacién en nuestro laboratorio.

E.- De acuerdo a las tinciones efectuadas tenemos que la
HND es una molécula cloro (+), ninhidrina (=) y Pauly (=). El que
sea cloro (+) estéd indicando que existen uniones C-N, las cuales presu-
miblemente se deben a enlaces peptldicos. Por lo que respecta a la carac-
terfstica de que sea ninhidrina negativa, ésta nos habla de que no existe
un grupo -NH, terminal libre, sino que se encuentra bloqueado. Por Gl-
timo, el resultado negativo de la tincién de Pauly nos indica que no exis-
ten ni histidina ni tirosina, como aminodcidos integrantes del péptido.

F.- De acuerdo a su comportamiento electroforético, se ob-
serva que la hormona neurodepresora carece de cargas, es decir, se tra-

ta de una molécula neutra, que por lo tanto carece de aminoécidos car-



- 117 -

gados y que ademés se encuentra bloqueada en ambos extremos terminales.
El blequeo del grupo amino se confirma por su negatividad a la ninhidri-
na y ademés por la falta de movilidad electroforética a pH &cido. En
cuanto al bloqueo del grupo carboxile, éste se infiere por la carencia

" de movilidad electroforética a pH alealino.

En la naturaleza, se conocen varios tipes de bloqueo para protel-
nas y péptidos; para el grupo amino suelen existir bloqueadores orgénicos
del tipo de un grupo acetilo o formilo unidos al -NH, terminal; otro tipo
de bloqueo se lleva a cabo por medio de un grupo pircglutémico, el cual
se forma por la ciclizacién del Gcido glutémico que se encuentra en la
posicién amino terminal.

Por lo que respecta al extremo carboxilo terminal, un tipo de blo-
queo muy frecuente se lleva a cabo con la formacién de la amida del gru-
po carboxilo del residuo de aminoécido ~-COOH terminal.

Una forma de bloqueo que incluye a ambos extremos a la vez, y
que también se encuentra en la naturaleza, es la existencia de un péptido
clclico, en el cual no existen grupos ni —NH2 ni ~COOH terminal.

G.- Para conocer la composicién de aminodcidos del péptido
se recurrié a una microtécnica como lo es la dansilacién posterior a una
hidrélisis Gcida; este método es muy sensible para trabajar con cantidades
pequefias de material (1 - 10 nanomolas). Esta técnica puede aumentar su
sensibilidad alrededor de 1000 veces si se utiliza como reactivo DNS-CI

radiactivo ( 34 ).
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El resultado de este experimento fue un mapa de 9 aminoécidos,
que fueron los siguientes: Pro, Val, Leu, lle, Gly, Thr, Glu, Ser, Alg;
Lys (?).

El 4cido glutémico debe encontrarse como glutamina, puesto que
el péptido nativo carece de carga. Su aparicién como écido glutémico se
debe a.la hidrélisis Gcida.

En este experimento se obtuvieron datos Gnicamente cualitativos y
por lo tanto, de aqul no se puede inferir cuéntos residuos existen de cada
especie.

H.- Fisol8gicamente, en las neuronas del acocil, la hormona

neurodepresora de Penaeus vannamei presenta un 18% més de actividad en

relacién a la misma cantidad de tallos oculares provenientes de Procam-

barus bouvieri. Esto puede deberse a un incremento en |la cantidad de

hormona por tallo en el camarén con respecto al acocil, o bien a que el
proceso de recuperacién fue mejor en este caso.

| .= Se puede mencionar que a la par con este trabajo, se
realizé ura purificacién similar de hormona neurodepresora de 2000 tallos

oculares de Procambarus bouvieri, y es de hacer notar que el comporta-

miento tanto cromatogré&fico como electroforético, fue igual al que se ha

descrito aquf para Penaeus vannamei; como también lo fueron las tincio-

nes, la susceptibilidad enzim&tica y la determinacién de su peso molecu-

lar aproximado.
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Estos datos, los obtenidos previamente para Procambarus bouvieri ( 13,

18 ), y los resultados de aminogramas preliminares de ambos péptidos, rea-
lizados en colaboracién con el Dr. Paul Fletcher, de la Universidad de Yale,

en los Estados Unidos, sefialan que la. hormona neurodepresora de Penaeus va-

nnamei es idéntica o muy similar a la reportada para Procambarus bouvieri.

Los pasos siguientes en relacién con este proyecto serén determinar la
estructura y secuencia de aminoécidos de la hormona, para luego continuar

con su sintesis quimica, y con ello poder ampliar su estudio a distintos ni-

veles.
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CONCLUSI ONES

1.- Se logré aislar, purificar a homogeneidad y caracterizar parcial-
mente una hormona neurodepresora encontrada en la gléndula sinusal del ta-

llo ocular del camarén Penaeus vannamei (Boone) .

2.- Se corsiguié obtener un método de aislamiento adecuado, que cons-

ta de los siguientes puntos:

a) Obtencién de los tallos oculares

b) Inactivacién de enzimas proteolfticas por calentamiento

c) Congelamiento

d) Trituracién

e) Formacién de "polvos de acetona”

f) Extraccién con agua bidestilada y desionizada

g) Centrifugacién



h) Concentracién
i) Diélisis
i) Concentracién
3.~ Se logré purificar la hormona por medio de la combinacién de
las técnicas de cromatograffa por filtracién en gel y electroforesis en papel,
a mediano voltaje, de acuerdo al siguiente orden:
a) Cromatograffa en Sephadex G-25 fino
b) Cromatograffa en Sephadex G-15
c) Electroforesis a pH 10.0
d) Electroforesis a pH 1.8
e) Electroforesis a pH 10.0
f) Cromatograffa en Sephadex G-25 fino
En cada paso se determind en dénde se encontraba la actividad neu-
rodepresora por medio del bioensayo, y solamente la fraccién activa se some-
ti6 al siguiente paso de purificacién.
4.~ Se determiné el grado de pureza de la hormona con pruebas tales
como:
a) Electroforesis de alto voltaje
b) Electroforesis y cromatograffa descendente en papel
c) Electroforesis y cromatograffa ascendente en capa delgada
d) Cromatograffa ascendente unidimensional
e) Electroforesis a mediano voltaje a

1) pH 1.8
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I) pH 3.5
i) pH 6.0
V) pH 10.0
En todas estas pruebas se obtuvo una sola mancha cloro (%), ninhi-
drina ( =) y Pauly ( -).
f) Dansilacién. No se obtuvieron manchas correspondientes a
DNS-aminoécidos contaminantes.
5.- Por los datos obtenidos en las pruebas sefialadas en el punto ante-
rior, estamos rczonablemente seguros de haber purificado a homogeneidad la

hormona neurodepresora de Penaeus vannamei.

Otros datos obtenidos durante la realizacién de este estodio nos permi-
ten concluir que:

6.- Se trata de una molécula termoestable.

7.~ Es una molécula dializable.

8.- Es hidrofflica, ya que en el proceso de purificacién fue extralda
y eluida de las columnas Gnicamente con agua.

9.- Se trata de un péptido, puesto que pierde sus caracterflsticas hormo~
nales cuando se la trata con pronasa.

10.- Es una molécula neutra y ademés se encuentra bloqueada en am-
bos extremos, puesto que no posee movilidad electroforética a ningGn pH.

11.- Pierde sus caracterfsticas biolégicas cuando se la incuba con
tripsina, quimotripsina y el inhibidor de la tripsina (de soya).

12.- Se trata de una molécula con un peso molecular aproximado de

1200 daltones, pues se sitGa entre la cianocobalamina (PM 1355.5) y LH-RH
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(PM 1181) cuando se cromatograffa en Sephadex G-15.
13.- Al dansilar los productos de la hidrélisis &cida de la hormona
se obtienen las siguientes manchas identificables: Pro, Val, Leu, lle, Gly,

Thr, Ser, Glu, Alag; en donde Glu corresponde en realidad a Glin.

Después de analizar cuidadosamente todos los datos obtenidos en es-
te estudio podemos concluir, en forma razonable, que la hormona neurode-

presora de Penaeus vannamei (Boone) es igual o muy similar a la hormona

neurodepresora de Procambarus bouvieri ( Crtmann).




o VP

Vi

BIBLIOGRAFIA

1) Highnam, K. and Hill, L. The comparative endocrinology

of the invertebrates, 2d. Edition, Edward Arnold, Ltd,,

London, 1977, pp 1 - 8.

2) lbid., pp 26 - 27.

3) Ibid., pp 264 - 266.

4) Fernlund, P. Chromactivating hormones of Pandalus borealis,

isolation and purification of a light adapting hormone;

Biochim. Biophys. Acta, 2__37: 519 - 529 (1971).



- 125 -

5) Fernlund, P. and Josefsson, L. Chromactivating hormones

of Pandalus borealis, isolation and purification of the

‘red-pigment-concentrating hormone'; Biochim. Biophys.

~

Acta, 158:262 - 273 (1968).

6) Kleinholz, L.H. A progress report on the separation and
purification of crustaceans neurosecretory pigmentary-
efector hormones; Gen. Comp. Endocrinol, 14:578 - 588

(1970).

7) Huberman, A., Aréchiga, H., Cimet, A., De la Rosa, J.
and Arémburo, C. Isolation, purification and characte-
rization of a neurodepressing hormone from the sinus gland

of the crayfish Procambarus bouvieri ( Ortamnn); Proceedings

of the |nternational Union of Physiological Sciences, Vo-

lume Xlil, pp 336, Paris (1977).

8) Dawson, Elliot, Elliot, Jones. Data for biochemical re-

search, 2d. Edition, Oxford University Press, London,

pp 526 =527 (1969).

9) Ibid., pp 530.

10) Ibid., pp 528.



- 126 -

11) Rydon, H.N. and Smith, P.W.G. A new method for
the detection of peptides and similar compounds on

paper chromatograms, Nature, 169:922 - 923 (1952).

12) Schmid, Q.J. Zur technik des nachweises von peptiden
auf papier mit hilse von chlor und o=tolidin; J. Chro-

matogr., 3: 499 - 500 (1960).

13) Cimet Ralsky, A. Aislamiento y purificacién de una hor-
mona neurodepresora de la glandula sinusal del acocil

Procambarus bouvieri { Ortmann}; Tesis profesional, Fa-

cultad de Qulmica, UNAM (1977).

14) Aréchiga, H., Huberman, A. and Marifnez-Palomo, A.
Release of a neurodepressing hormone from the crustacean

sinus gland; Brain Research, 128: 93 - 108 (1977).

15) Wine, J.J., Mittenthal, J.E. and Kennedy, D. The
structure of tonic flexor motoneurons in crayfish abdomi-

nal ganglio; J. Comp. Physiol. 93: 315 - 336 (1974) .

16) Van Harreveld, A. A physiological soiution for freshwater
crustaceans; Proc. Soc. Exp. Biol. Med. N.Y. 34:428 -

432 (1936).



- 127 -

17) Aréchiga, H. and Bailey, H. An accurate and simple
method to analyse neuronal activity over long periods

of time; Behav. Physiol. 2:307 - 310 (1974).

18) De la Rosa Vélez, J. Caracterizacién de una hormona
neurodepresora de la gléndula sinusal del acocil Pro-

cambarus bouvieri ( Ortamnn); Tesis profesional, Facul-

tad de Quimica, UNAM (1977).
19) Fischer, L. in: Laboratory techniques in biochemistry and
molecular biology (Work,T. and Work,E. Eds.), Vol. |,

North-Holland, Amsterdam, pp 182 - 183 (1969).

20) Gray, W. B. and Hartley, B. S. A fluorescent end-group

reagent for proteins and peptides, Biochem. J. 89:59 (1963) .

21) Osborne, N. Michrochemical analysis of nervous tissue,

Ist. Edition, Pergamon Press, Oxford, pp 58 - 121 (1974).

22) Manual de enzimas. Worthington.



- 128 -

23) Ingram, V. The comparison of normal human and sickle-
cell haemoglobin by "fingerprinting"; Biochim. Biophys.

Acta, 28: 539 - 545 (1958).

24) Richards, F. M. and Vithayathil, P. J. The preparation
of subtilisin-modified ribonuclease and the separation of
the peptide and protein components; J. Biol. Chem. 234:

1459 - 1465 (1959).

25) Needleman, S. B. (Ed) Protein sequence determination,

Chapman and Hall, London, pp 92 - 95 (1970).

26) Meister, A. Biochemistry of the aminoacids, 2d, Edition,

Vol. I, Academic Press, New York, pp 30 (1965).

27) Roberts, T. W, Evidences that hormonal inhibition of
locomotion occurs for the crayfish Cambarus virilis,

Hagen. Anal. Rec. (Suppl.) _8_1_:46 - 47 (1941).

28) Schallek, W. Some mechanisms controlling locomotor ac-

tivity in the crayfish; J. Exp. Zool. 91:155 - 156 (1942).



- 129 -

29) Aréchiga, H., Huberman, A. and Naylor, E. Hormonal
modulation of circadian neural activity in Carcinus mae-

nas (L.); Proc. R. Soc. Lond. B. 187:299 - 313 (1974).

30) Aréchiga, H., Huberman, A. and Martfnez-P., A. Hor-
monal modulation of neuronal activity in the crayfish;
Proceedings of the International Union of Physiological
Sciences, Vol..Xlll, pp 31, Paris (1977).

31) Cabrera-P., C., Aréchiga, H. and Huberman, A. Circa-

dian rithm of NDH in the crayfish; (en preparacién).

32) Aréchiga, H. y Anaya, V. Ritmo circédico en la secrecién

de la hormona neurodepresora del acocil Procambarus bou-

vieri, XIX Congreso Nacional de Ciencias Fisolégicas,

Durango, pp 46 (1976).

33) St. Onge, L. M., Kittle, S. L. and Hamilton, P. B. The
identification of N-acetylglycine as a contaminant of gla-

cial acetic acid; Anal. Biochem. 71:156 - 162 (1976).

34) Burzynski, S. R. Sequential analysis in subnanomolar amounts
of peptides. Determination of the structure of a habituation-
induced bmin peptide (ameletin); Anal. Biochem. 70:359 -

365 (1976).



	Portada
	Índice
	I. Introducción
	II. Materiales y Métodos
	III. Resutados
	IV. Discusión
	V. Conclusiones
	VI. Bibliografía

