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INTRCDUCCION

En todos los Metazoarios, tanto el sistema nervioso como el sistema en- 

dócrino coordinan de tal manera las actividades de los diferentes 6rganos y te- 

jidos en el cuerpo, que los animales pueden funcionar como unidades individua- 

les. U sistema nervioso sirve para una comunicación r6pída, esencial, por eíem- 

plo, en las contracciones sistem6ticas de los músculos durante la locomoción. 

Para ello, se necesitan complicadas cadenas de neuronas interconectadas para la

t, ansmisi6n de impulsos, junto con la producción, altamente localizada, de sus- 

tancias quimicas tales como la adrenalina y la acetil- colina, las cuales son des- 

trurdas rápidamente después de ejercer su acción. El sistema end6crino utiliza

flui d̀os corporales circulantes para transportar sus mensajeros qurmicos a órganos

blanco más o menos esp, crfico,. Estas sustancias qurmícas ( las hormonas) toman

tiempo en sintetizarse y alcanzar una concentración efectiva, y consecuentemen- 

te de'nen tener una vida biológica más larga queelas sustancias qurmicas del sis- 

tema nervioso, antes de que sean eventualmente destruldas o excretadas. Por lo
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tanto, las hormonas ejercen sus efectos en periodos largos, y el sistema end6- 

crino controla los procesos a largo plazo dentro del organismo, tales como el

crecimiento coordinado de los 6rganos o el mantenimiento de concentraciones

apropiadas de metcbolítos en la sangre y los tejidos. 

Un animal obtiene informaci6n sobre las caracterrsticas qurmicas y fr- 

sicas de su ambiente a través de receptores sensoriales. Esta informaci6n pasa

al sistema nervioso, en donde es organizada e interpretada, y se inician im- 

pulsos motores que hacen que el animal reaccione en forma apropiado. Pero

tales reacciones no est6n necesariamente fijadas en forma rrgida. 

La variaci6n de la conducta es el resultado de complicadas ínteraccio- 

nes neuronales dentro M sistema nervioso contra¡. 

No debe su,ponerse que el sistema nervioso funciona en forma indepen- 

diente M sistema end6crino. Es aceptable pensar que la actividad nerviosa cen- 

t il err la mayorra de los animales se ve afectada por hormonas. 

Lo opuesto también es verdadero: la producci6n de hormonas y su libe- 

raci6n depende de la actividad nerviosa. En los animales, muchas respuestas

fisioiógicas o de desarrollo son resultado de los cambios en la concentraci6n de hor- 

monas circulantes, causados por; impulsos nerviosos que se ori§ inan en la estimu- 

laci6n de 6rganos sensoriales particulares. Los sistemas nervioso y end6crino son

est tc' amente ínterdependientes: la actividad nrrmal de cualquiera de ellos re- 

quie- e la presencia funciona¡ de¡ otro. 

Parad6íicamente, 1 exísten rruy pocos 6rganos end6crinos q, e se encuen- 

tren ricamente inervados. Una excepci6n es la médula suprarrenal en los verte- 
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brados, Otros 6rganos end6crinos pueden contener fibras nerviosas, pero éstas

se encuentran asociados, por lo regular, con el suministro de sangre a las

glándulas. 

Entonces, ¿ c6mo puede la actividad nerviosa controlar a la funci6n

end6crína? Hace más de 50 arios, Stefan Kopec sugiri6 que el cerebro larva- 

rio de la polilla Lymantr: ci ¿ Eispar producra una hormona que inducra la forma- 

ci6n de la pupa. Sin embargo, se puso muy poca atenci6n a los experimentos

de Kopec, especialmente cuando se demostr6 que en otros insectos, las 916n- 

dulos end6crinas epíteliales en la cabeza, las corpora allata, jugaban un pa- 

pel importante en el control de la muda y la metamorfosis. En las mariposas y

polillas, las corpora allata se encuentran cercanas al cerebro, y se supuso que

Kopec habra re. novido sin querer estas glándulas, junto con el cerebro. 

Pero durante los últimos 20 años, las opiniones sobre la posible funci6n

end6crina de¡ teíido nervioso han cambiado completamente. En la actualidad se

acepta generalmente que la mayorra, si no todos, los sistemas nerviosos tienen

la habilidad de producir hormonas. Este nuevo concepto resulta de la demostraci6n

experimenta¡ de que los sistemas nerviosos centrales de los artr6podos y los verte- 

brados contienen células end6crinas particulares. Estas células son morfol6gica- 

mente similares a las neuronas, con axones, dendritas, gránulos de Nissl, y neuro- 

fibrí ¡las. También son capaces de transmitir impulsos nerviosos, pero difieren de las

otras neuronas en dos -,,aspectos importantes: a) sus axones no inervan a 6rganos

efectores tales corno los músculos, y tampoco hacen conexiones sináptícas con

otios neuronas; y b) producens sustancias, a menudo visibles en secciones teñi- 
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das de tejíclo nervioso, las cuales son liberadas de las terminacienes de los axo- 

nes y ejercen un efecto biol6gico a cierta distancia. En efect,, las células son

neuror,r.-ás que también producen hormonas y consecuer.:-emente [ 3ri sido llamadas

células neurosecrptoras. 

En muchos animales, las células neurosecretoras se encuentran a menudo

re,,-, las 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

almacer: ir ahí antes de ser liberado. Las terminales M ax6n se encuentran fue- 

ra de¡ sistema nervioso, estrechamente asociadas al sistema circulato. io, el

cual transporta las hormonas neurosecretadas a través de todo el organismo. En

donde un número de células neurosecretoras se encuentran agrupadas, las termi- 

nales. de sus axones pueden formar 6rganos bien desarrollados fuera M sistema

nervioso, y ya que estas estructuras están combinado; con los vasos sangurneos, 

reciben el nombre de 6rganos neurohémicos. 

Las 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 todavra no se ha probado concluyentemente que puedan

transmitir impulsos nerviosos. ¡: El material elaborado por las células neurosecre- 

toros es, en su mayorra, principalmente proterna, y reacciona en forma similar, 

tanto histol6gica como histoqurmicamente, sin importar si es producido por cé- 

lulas de invertebrados o de vertebrados. Ultraestructural mente, el parecido es

aún más estrecho. las partrculas neurosecretadas son, por lo regular, esferas den- 

sas de entre 1000- 3000 A de di6r-etro, rodeadas por una membrana delgada. 
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Algunas células neurosecretoras, tanto en invertebrados como en vertebrados

producen vesrculas transparentes. Las esferas densos se originan en el aparato

de Golgí, de manera similar a la formaci6n de proterna en otras células en- 

d6crinas y glándulas ordinarias. Pero además, la srntesis, o tal vez la reorgo- 

nizací6n, M material neurosecretado puede llevarse a cabo en los axones de

muchos células neurosecretoras. Se considera que las neurofisinas, material

proterníco sintetizado en las células neurosecretoras de los vertebrados, son

acarreadores de las hormonas. Si esto mismo se puede aplicar a todas las neu- 

rosecrecíones de los invertebrados constituye aón un punto problemática. 

En los animales ínvertebrados las glándulas end6crinas epiteliales, que

son 6rgonos end6crinos que se desarrollaron a partir de ganglios. nerviosos trans- 

formados, y las células neurosecretoras, están presentes a menudo con 6rganos

neurohémicos bien formados, aunque no necesariamente juntos en el mismo gru- 

po taxon6mícoL Aún en animales compiícados como los artr6podos, el número

de 916nclulas end6crínas epitelíales es mucho menor que en los vertebrados, y

en muchos grupos de invertebrados se encuentran ausentes. Consec ue nte mente, 

los mecanismos end6crínos en los invertebrados son, por lo regular, más simples

que las intrincados interacciones entre numerosas glándulas end6crínas que pro- 

ducen un número mayor de hormonas que caracterizan a la endocrinologra de

los vertebrados. Debido a la relativo escasez de glándulas end6crinas epitelio - 

les en los invertebrados, los mecanismos neurosecretores adquierengran impor- 

tancia. 

Sus propiedades duales, hacen a las células neurosecretoras los más
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probables candidatos para transformar la informaci6n nerviosa en informaci6n

end6crina. El significado de los procesos neurosecretores al coordinar los even- 

tos de desarrollo dentro de un animal con las fluctuaciones ambientales, pue- 

de demostrarse claramente en donde esfa funci6n no se complica por la presen- 

cia de otros numerosos mecanismos end6crinos. El sistema neurosecretor hipot6- 

lamo- hipofisiario de los vertebrados juega el mismo papel que los sistemas neu- 

rosecretores, más simples, en los animales invertebrados; el conocimiento de

estos sistemas debe preceder, seguramente, cualquier estudio de los mecanismos

mucho más exactos, pero más complicados, que se encuentran en los vertebra- 

dos. 

los invertebrados incluyen grupos que poseen glándulas end6crinas epi- 

teliales cuyas funciones pueden elucidarse por las técnicas clásicas de la ex- 

tirpaci6n y la reimplantaci6n. Un número muy pequeño de hormonas proceden- 

tes de tales glándulas han sido purificadas, determinada su composici6n gurmi- 

ca, y pueden, ahora, sintetizarse. Esto permite experimentos mucho más sofis- 

ticados en los cuales pueden establecerse los efectos de diferentes concentra- 

ciones, la forma en que la combinaci6n de hormonas puede interactuar, c6mo

puede afectar la introducci6n de hormonas particulares en tiempos no naturales, 

etc. Los bien desarrollados sistemas neurosecretores de algunos invertebrados

permiten investigaciones detalladas sobre los problemas de la producci6n y libe- 

raci6n de combinaciones de hormonas neurosecretadas ( 1 ). 

El sistema end6crino de los crustáceos no puede cotegorizarse tan fácil- 

mente como el de otros invertebrados. Existe un par de 6rganos Y en la cabeza, 
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los cuales son glándulas end6crinas epiteliales análogos a las glándulas toráci- 

cas de los insectos, y en los crustáceos machos, un par de glándulas androgé- 

nicas en la vecindad de los ductos espermáticos. Existen tres principales 6rga- 

nos neurohérricos: la glándula sinusal, en los tallos oculares en los crustáceos

pedunculados, y dentro de la cabeza en las formas con ojos sésiles; los 6rga- 

nos postcomisurales, detrás de la comisura tritocerebral; y los órganos peric6r- 

dicos , en la vecindad de¡ corazón. La mayor confusión ha sobrevenido sobre

la nomenclatura de las células neurosecretoras que proveen a la glándula sinu- 

sal. Muchas de las células están dentro M ganglio óptico, y se llaman 6rga- 

nos X, pero al menos se han descrito cuatro órganos X, localizados en segmen- 

tos diferentes de 1 os gang1 ¡ os 6pticos. Se han encontrado cinco distintos termi- 

nales ax6nicas que difieren en forma, dimensiones y gránulos que contienen, 

en la misma glándula, y ya que los diferentes tipos de gránulos no están mez- 

clados dentro de las ermínal es individuales, se considera que representan a

diferentes hormonas ( 2 ) . 

Hormonas net-rosecretadas en los crustáceos. - 

Presumiblemente, debido a la facilidad de ensayar las hormonas croma- 

toforotr6picas en 1 os crustáceos, la extracción, purificación e identificación

de estas hormonas se ha desarroll ado más rápidamente que 1 a de las hormonas

de desarrollo. Toda la evidencia disponible sugiere que las cromatoforotropi- 

nos y las hormonas adaptadoras a la luz del pigmento dista¡ de la retina son

péptidos. Son i nactivadas por proteasas y se comportan como péptidos cuando se



les separa por electroforesis y filtraci6n en gel ( 3 ) . Se han purificado su- 

ficienter-nente dos hormonas que permiten el análisis de su composici6n de ami- 

no6cidos. la hormona adaptadcra a la luz de¡ pigmento dista¡ de la retina es

un octodecapéptido, con un peso molecular de alrededor de 2000 y los siguien- 

tes residuos de aminoácidos: arginina ( 1), 6c. aspártico ( 2), treonina ( l), se- 

rina ( P), 6c. glut6mico k]), prolina ( l), glicina 2), alanina ( 1), valina ( 1), 

metíonina ( 2), isoleucina ( 3) y leucina ( 1) ( 4

La hormona concentradora del pigmento rojo de Pandalus ha sido ca- 

racterizada aun más: la hormona es un octapéptido con la siguiente secuencia

de amínoácidos: 6c. piroglutámico- leucina- asparagina- fenilalanina- serina- proli- 

na- glicina- triptofano- NH2 ( 5 ). Se ha sintetizado la molécula y la hormona

sintética tiene ¡ a misma actividad biol6gica que la hormona purificado de los

tallos oculares. La hormona sintética de Pandalus no puede ser separada por

filtraci6n en gel, de las hormonas concentradoras de! pigmento rojo de los ta- 

llos oculares de Uca y Palaemonetes, lo cual indica que las tres hormonas

tienen el mismo o muy similar tamaño molecular. En forma similar, la hormo- 

na adaptadora a la 1 uz M pigmento dista¡ de la retina no puede separarse, 

por filtraci6n en gel, de las hormonas dispersantes de¡ pigmento en los croma- 

tóforos, y estas hormonas aparentan ser péptidos de tomarlos similares ( 6 ) . 

Existe alguna evidencia de que la hormona dispersante de[ pigmento ne- 

gro en Uca está asociada con un acarreador de naturaleza lipoproteica, y que

ambas se encuentran dentro de las células neurosecretoras y en la sangre. 

La hormona hiparglucemicinte de los crustáceos se ha purificado parcial- 



mente y se trata de una Proterna. Estudios comparativos sugieren que la es- 

tructura molecular de esta hormona difiere entre especies. 

Li liormona cardioaceleradora, liberada de los 6rganos pericárdicos de

los cangrejos, también es un péptido. En Concer borealis, se han extrardo

dos péptidos cardioaceleradores, con pesos moleculares de aproximadamente

1000 y no se sabe aún si se trata de distintas hormonas o si son productos de

degi-adaci6n de una sola hormona. Los experimentos diseñados para revelar la

presencia de una proterna acarreadora asociado a la hormona cardioaceleradora

en los 6rganos pericárdicos de¡ cangrejo araría Libinia dubia no han podido

mostrar ningún enicice de la hormona a una proterna, y han eliminado por

completo la posibilidad de la existencia de una proterna transportadora con

propiedades análogas a aquelic de las neurofisinas en los vertebrados. 

La evidencia existente en los insectos y los crustáceos apoya fuertemen— 

te la noci6n de que las hormonas neurosecretadas son compuestos de natura- 

leza proternica o peptrdica. los mecanismos neurosecrefores de los artr6podos

caen en paralelo con aquellos de los grupos vertebrados, donde las hormonas

neurosecretadas son de una naturaleza qurmica similar ( 3 ). 

En estudios previos sobre el acocil mexicano Procambarus bouvieri

Crtmann) se ha detectado la existencia de una hormona con actívidad 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 obst6- 



culo para proseguir las investigaciones, tanto bioqurmicas como fisiol6gicas, 

necesarias para acabar de definir la naturaleza y la funci6n de esta hormona

en los organismos que la poseen. 

En vista de lo anterior se decidi6, en nuestro laboratorio, buscar un

modelo que eliminara el problema mencionado en el párrafo que precede, y

que permítiera, por lo tanto, obtener grandes cantidades de material de estu- 

dio; esto se lograrra si encontrábamos una especie abundante, f6cilmente dis- 

ponible, en donde se pudiera hallar la mismo molécula y que se pudiera tra- 

bajar y medir con las técnicas con que ya contábamos. 

Para conseguir este objetivo se realizaron estudios preliminares sobre va- 

rios especies de crustáceos marinos con el fin de averiguar si se encontraba

una molécula con la misma propiedad neurodepresora que la que se habra des- 

cubierto en Procambarus bouvieri. 

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

das con el sistema montado para Procambarus bouvieri. 

Esto satisfacra las condiciones que habramos puesto para cambiar de

especie en nuestras investigaciones y nos permíti6 escoger un modelo adecua- 

do a nuestras necesidades. 

El modelo escogido fue el M camar6n Pencieus vannamei ( Boone), 

un crustáceo dec6podo marino que se localiza en las costas mexicanos M

Océano Pocrfico. 

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



conocerla a fondo, comparar los resultados con los obtenidos previamente pa- 

ra Procambarus wouvieri, y tener material suficiente para proseguir estudios

que permitirán ampliar el conocimí-, n o sobre las hormonas ne retadas y

su funcí6n en 105 organismos vivos, 
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL

a) Limpieza de¡ material.- Todo el material de vidrio utilizado en

este trabajo fue lavado previamente en una mezcla sulfonrtrica ( 6cido sulfó- 

rico concentrcdo : 6cido rírtrico concentrado, 1: 1, vÍ1'v), caler* ando dicha

mezcla hasta la emisi6n de vapores. Después se enjuag6 el material con agua

bidestilada y desionizado, quedando, asr, en condiciones de ser usado. 

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

marones blancos de¡ PacWtco, de la especie Penaeus vannamei ( Boone cap- 

turados en las costas de Mazatlán, Sinaloa. Son organismos que durante las

etapas juveniles de su ciclo biol6gico ingresan a las zonas loguneras de la

costa o esteros, y después salen a mar abierto. Por esta raz6n, pueden ser
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capturados en ambas zonas. Estos canimoles fueron utilizados sin distinci6n de

sexo ni edad. 

c) Reactivos.- Todos los recctivos usados fueron de¡ mejor grado de

pureza existentes en el mercado. En la preparaci6n de las soluciones, asr co- 

mo en todos los Procesos en general, se us6 agua bidestiloda y desíonizodo, a

la cual nos referiremos durante la exposici6n de este trabajo simplemente como

agua. 

d) Soluciones amortiguadoras. - 

1) Soluci6n amortliguadora plí 1. 8

Esta soluci6n se prepar6 utilizando 6c. f6rmico : Ac. acéti- 

co glacial : agua, en las proporciones 1: 4: 45, v/ v/ v. 

2) Soluci6n amortiguadora pH 10. 0_ 

Esta solucí6n se prepar6 usondo carbonato de amonio 0. 1 M

y ajustando a pH 10. 0 con amonroco. 

3) Soluci6n amortiguadora pH 3. 5

Se prepara utilizando piridina : 6c. acético glacial : agua, 

en las proporciones 1: 10- 89, v/ v/ v. 

4) Soluci6n amortiguadora pH 6. 0

Se prepara mezclando piridina : 6c. acético glacial: agua, 

en las proporciones 46- 4: 950, v/ v/ v. 
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METCDOS

a) Tinciones.- 

1) Método de la ninhidrina.- ? ara 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 especrfico para alfa- ami- 

noácídos que tienen su grupo amino libre, por lo que si la tinci6n resulta ne- 

gativa, se puede deber a que el grupo amino termina¡ se encuentra bloquea- 

do. 

La técnica consiste en rociar las tiras de papel con un aspersor que

contiene la soluci6n de ninhidrina, hasta que el papel quede bien humedecido. 

Después se colocan las tiras en el horno a 1000, durante 10 - 15 minutos, con

el objeto de desarrollar la coloraci6n. 

la mayorra de los amino6cidos dan manchas azul - púrpuras, con excep- 

ci6n de histidina y glicína ( gris -rojo); fenilalanina, tirosina y 6c. asp6rtico

azul); triptofano ( café); asparagina ( amarillo sucio) y prolina ( amarillo). La

sensibilidad d- esta técnica comprende desde 0. 2 pg para glicina, hasta 2 ? g

para histidina ( 8 ). 

2) Histidina: método de Pauly.- Esta técnica es especrfica para

histidina y otros imidazoles. 

Para realizarla se necesita la participaci6n de los siguientes reactivos: 

Soluci6n 1- ác. sulfanflico al 1% en HCI 1 N. 
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Soluci6n 11: nitrio de sodio al 5% eí. _> luci6,n,  - ) so. 

Ambas soluciones deben mantenerse en refric;. ¡-ací6n. Se mezclan va- 

lúmc.i,. n íguaies, en firro, 5 minutos ntes de usarsc, En seguíd, se rocran sobwe

las fficis de papel, teniendo cuidadj de no arrastrar las manchc, Dar humede- 

cimíento excesivo, pues los arninoácidos son solubles en esta y al

des, ' jzarse pueden obtenerse resultados faijos. 

A continuación se rocFán tiros , zn una soluc.,',Sn de carbonato de

sodío - jl 15% en agua; de inmediato aparecen rran-;'-- is rolas pa, a la histidina

y otros irnidazoles. 

También se obtiene coloraci6n, pero con unc-, sensibilidad menor, con

los siguientes compuestos: histarrina ( rosa - pardo); tirosina ( rosa); xantina, di- 

yodotirosina ( naranja); adenina ( rosa mexicano); tiamina, triptofano, hord-mina, 

hidroxiquinurenina ( rojo -naranja); guanina ( naranja- púrpura); catecol ( púrpura); 

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

3) Método de¡ cloro.- Este método es muy Otil el caso de

amino6cidos, amino6cidos con el grupo un. Siro bioqueado y para péptidos. Se

piensa que' esta técnica es especrfíca para el enlace C - N, por lo cual, si se

usan solventes como la pirídinci o la colidina, es n,-- esario lavc,z- 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, - í/ v, solventes en los cuales la ma- 

yorra de los aminoácidos son irisolubles ( 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 cámara saturada previamer>- 

te con gas cloro ( Cl 2) 1 obtenido de la siguiente mezcla de reacci6n: 

KMnC4 + HCI conc. Cl 2 + MnO 2
el 6cido clorhrdrico se añade gota a gota por medio de un embudo de separa- 

cí6n adaptado a un matraz que contiene el permanganato de potasio. 

Una vez saturada la cámara ( después de 10 minutos), se cierra la en- 

trado de¡ gas, y se cambia la tapa que posee los dispositivos de llenado y de

vacro por la que contiene las tiras de papel que se van a teñir ( 13 ). 

Se deja que la clorinaci6n se lleve a cabo durante veinte minutos. Des- 

pués de este tiempo, se retira la tapa con las tiras y se prende el extractar 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 entrado y vacro, y se satura la cúmoxa con

vapores de amonraco ( que se obtienen de calentar un rnatraz que contiene hi- 

dr6xido de anionio), los cuales servirán para reducir el color del fondo, en

ln t7ras de papel, formando cloruro de amonío. Las tiras se exponen a los va- 

pores de amonracp durante 15 segundos. 

A continuaci6n se sacan las tiras de la cámara y se rocran con una

solucíón saturada de o- tolidina en 6c. acético al 2% y yoduro de potasio

0. 05 M ( 1 - 1, V/ V) . 

En este paso se debe tener precauci6n pues la c>- tolidina es una sustan- 

cia que se ha reportado como carcinogénica. 
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De inmedic+o aparecen manchas azul - negras en un foriJo de color

azul claro. la reacci6n que se lleva a cobo en esta estapa es le¡ siguiente: 

CONH- - WNCI- -- 
K - 1 --

y - CCNH + '- Cl 12
N- cioropéptído

al reaccionar el 12 liberado con la se ¡ Forruan las munchas azul - ne- 

gras caracterrsticas. 

b) Observaci6n bajo la luz ultravíoleta,- Todas las tiras de electrafo- 

resis y cromatogramas se observaron antes de hacer cualquier tincí6n bajo la

luz ultravíoleta con una lámpara de onda corta de 253. 7 nm. Esto se hizo

con el fin de poder identificar compuestos que obsorbran o fluorescran con la

luz ultravioleta y como método para apreciar el grado de purificaci6n. 

c) Bíoensayo.- la actividad de la hormona neurodepresora ( HND) fue

probada in vitro, como se ha descrito en detalle previamente ( 14 ), por su

efectividad en reducir la frecuencia de descarga espontánea de las matoneu- 

ronas M ganglio abdominal de¡ acocíl Procambarus bouvieri ( ortmonn. 

Inicialmente se prob6 la activiaad en difer ntes neuronas y se observ6

que el efectu era común a un gran número de ellas. Con e; 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 motoneuronos

identificados. Por. lo tanto, todas las mediciones de frecuencia de descarga que

serán mencionados como prueba de actividad i. euronal neurodepresora, fueron

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



terminologí'a establecida por Wine et al ( 15 ) . 

El proce-' imiento común fue aislar la cadena abdominal y registrar con

un electrodo de succión la actividad de la rama superficial de la tercera rarz

del tercer ganglio abdominal. La preparación se irrigó constantemente con una

solución salina conocida como Van Harreveld ( 16 ), goteada por gravitación

desde un recipiente a temperatura ambiente ( 19-
210) 

y sacada de la cámara

de registro por la apl icaci6n de una Presión reducida. Las sustancias de prue- 

ba fueron introducidas a 1 a cámara de registro por medio de una segundo son- 

da. 

El flujo de la sol uci6n sal* no 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 1 as motoneuronas fue medida por alímen- 

tací6n de pí cos después de una preampl ¡ ficaci6n ( Gras- P- G- 12) a un reduc- 

tor de frecuencia ( 17 ) y al ternotívamente con un mul ticonal 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 evací6n de 50 microsegundos, para lograr

la señal aceptabl e por el mul ticanal . Los picos fueron registrados en papel

poi rgrafo Grass, modelo 7) y proyectados en un osci loscopio ( Tektronix 502) 

símul táneamente. 

La actividad neurodepresora se cuantificó usando una escala arbitraria. 

La frecuencia de descarga de la neurona f- 5 mostr6, a temperatura constante, 

fluctuaciones espontáneas de minuto a minuto, dentro de un Irmite de 10% del

valor promedio. Bajo la sustancia de prueba, cualquier depresión quesobrepa,;a- 



sara ese nivel se tom6 como el efecto de la hormona, y cada reducci6n de¡ 

1% en la frecuencia de descarga se consider6 como una unidad de actividad

neurodepresora. Este bioensayo proporciona una relaci6n logarrtmica entre la

actividad de HND y la cantidad de teíido nervioso. 

d) Obtenci6n de los tallos oculares.- Los tallos oculares fueron obte- 

nidos directamente de camarones recién capturados, cortando con tijercs la

extensi6n M caparaz6n ( rostrum) que existe entre los dos ojos M animal y

después cortando los tallos oculares desde su base. Inmediatamente se conge- 

laron para evitar cualquier tipo de degradaci6n y en esas condiciones se tra- 

jeron al laboratorio. 

Una vez en el laboratorio, se calentaron a 900, durante tres minutos, 

con el fin de inactivar y desnaturalizar a todas las enzimas proteoirticas que

pudiercí. i atacar a la hormona neurodepresora, la cual por estudios previos ( 7

se habra determinado que es termoestable. 

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

a - 700, hasta el momento de hacer la extracci6n. 

d) Aislamiento. - 

1 ) Extracci6n.- Los tallos oculares se trituraron con un molino pa- 

ra carne que tenra una criba cuyos orificios medran 2. 6 mm de dí6metro, el

cual se habra enfrrado a - 70' antes de empezar el trabajo. la molienda se He - 

v6 a cabo en el cuarto frro.. a 40, utilizando trocitos de hielo seco con el fin
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de que sirvieran como abrasivo y además mantuvieron congelados a los tallos

oculares. 

Una vez obtenido el polvo resultante de la triturací6n, se procedi6

a extraer la hormona con agua; esto se h'¡ zo así` pues en estudios previos con

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

depresora ( HND) es una molécula hidrofflica ( 18 ). La extracci6n se hizo de

la siguiente manern: al material finamente molido se agregaron 1200 mi de

agua bidestilada y desionizada, a 450, se agit6 mecánicamente durante 60

minutos y luego se centrifug6 a 2000 RPM ( 700 x g), por 30 minutos, a tem- 

peratura ambiente. Se decant6 el scbrenadante. Los precipitados de la cen- 

trifugaci6n se volvieron a extraer con agua, a 450, de la mismo manera que

se explic6 en el párrafo anterior. Asr, se hicieron 5 lavados en las mismas

condiciones, decantándose los sobrenadantes después de cada centrifugací6n. 

Por su parte, los precipitados resultantes fueron tratados para formar

polvos de acetona". Esto se hizo con el fin de disgregar a los Irpidos que

se encuentran en el tejido nervioso y que podran estar englobando moléculas

de hormona. Para obtener los polvos de acetona se procedí6 cr: a aproxi- 

madamente 500 mi de masa se añadieron 500 mi de acetona pura, se agít6

mecánicamente, manteniendo una temperatura de 400 dentro de ¡ a mezcla. 

Después se evapor6 la acetona, por medio de la aplicaci6n de una corrien- 

te de aire, hasta sequedad. A continuaci6n se añadieron 500 mi de cloro- 

formo y se realiz6 la misma operaci6n. Una vez secos, los polvos fueron ex - 

0
trardos con agua, a 45 , durante 60 minutos, con agitaci6n mecánica. luego
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se centrifug6 la mezcla a 2000 RPM ( 700 x g), durante 30 minutos, a tem- 

peratura ambiente. El sobrenadante obtenido se uni6 a los que se habran co- 

ectado anteriormente. 

Los precipitados se colectaron en un solo recipiente y se congelaron

a -
700. 

2) Concentraci6n.- Los sobrenadontes obtenidos de las centrifuga- 

ciones se concentraron en un evaporador rotatorio marca Buchler, adaptado a

una bomba de alto vocro marca SPEEDIVAC, modelo 2SC2(>, y entre los dos

aparatos, se colocaron dos trampas de H2504 y una de C" C' 2. El aparato se

mont6 en la forma en que lo indica la figura ( 1 ). 

En el matraz M evaporador rotatorio, que contiene el Irquido que se

va a concentrar, se mantuvo un baño de agua constante a 45% y en el con- 

densador, un baño de agua con hielo. Al conectar la bomba de vacro se re- 

duce la presi6n, y esto, aunado al calor, hace que el Irquido se evapore. El

vaparr de agua se condensa en el condensador. Para prevenir que no se escape

vapor de agua, se utilizan las trampas de H2SC)4 y CaC' 2, de esta manera, se

protege a la bomba de vacro para que no reciba humedad y no se darle. 

De esta forma, pues, se concentr6 el sobrenadante obtenido. En vista

de que se obtenra un precipitado blancuzco al concentrar, probablemente de- 

bído a fosfoirpidos y lipoproternas, se hizo una centrifugaci6n a 10 000 RPM

15 000 x 9) en una centrrfuga MSE, con un cabezal de 6ngulo fijo, durante

30 minutos, a 10'. Se separ6 el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado

en agua, para volvei a hacer otra centrifugaci6n en las mismas condicio- es. 



Bomba de vacio Co C12 H2 SO4 H2 SO4 Condensador Matra z
baño de agua ( ba M o a 45) 

con hielo) 

Figura ( 1 ), Esquema que muestra la forma en que se mont6 el
evaporador iotatoric. 
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Se unieron los sobrenadontes y se concentraron en el evdporador rotatorio, 

bajo las mismas condiciones ya descritas. 

3) Dí6lisís.- Se dializ6 el extracto en 3 bolsas de di6lisis de

5/ 8" de diámetro, previamente lavadas con agua 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- 

nuaci6n se anud6 el extremo superior de] tubo de di6lisis, teniendo la pre- 

cauci6n de dejar una burbuja de aire que funcionara como un agitador inter- 

no. luego se coloc6 la bolsa en una probeta de 100 mi y se llen6 con agua, 

dejando también una burbuja de aíre al tapar la probeta con papel Parafilm, 

asr 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 diálisis aceie- 

rada, ayudada también por los agitadores interno y externo antes mencionados. 

las di6% ís se realizaron en el cuarto frró, a 40, haciendo cambios M Irqui- 

do exterior cada dos horas, hasta que las aguas de diálisis fueran transparen- 

tes. 

la hormona neurodepresora atraviesa la membrana de dí6iisis ( 13, 18

por lo tanto, después de cada dializado se recolect6 el Irquido que qued6 en

las Probetas. 

Después de la díálisis se procedi6 a concentrar el Irquido colectado en

el evaporador rotatorio, tal como se describi6 anteriormente. 
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Durante la concentraci6n apareci6 un precipitado blanquecino ( proba- 

biemente fosfolrpidos) que fue eliminado por centrifugaci6n a 10 000 RPM

15 000 x g), 60 minutos, a 109. 

El sobrenadonte obtenido de dicha centrifugaci6n constituy6 lo que

llamamos extracto crudo. 

e) Purificaci6n.- 

1) Cromatografra en Sephadex G- 25 fino.- Con el fin de ¡ ni - 

ciar la purificaci6n de la HND a partir de¡ extracto crudo, se procedi6 a

cromatografiar la muestra en una columna de Sephadex G- 25 fino. 

Para realizar esta técnica se procedi6 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 baño de agua

hirviente ( 19 ). 

Una vez que el gel est6 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 suspensi6n M gel, que no debe ser muy espesa ni muy Irquida, se

decanta dentro M tubo de vidrio hasta alcanzar el Irmite superior, y se deja

abierto el flujo de la columna, de manera que el gel se vaya empacando ha- 
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mogéneamente. Se debe tener mucho cuidado de que no se formen burbujas

de aire que ciueden atrapados dentro de la matriz de¡ gel, pues eso proaI uce

un flujo disconti`nuo y percances durante la corrida cromatogr6fica. 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 agregor una nueva

canHclad de gel no se formen capas sobrepuestas que puedan afectar el desa- 

rrollo normal de¡ experimento; entonces se agrega m6s suspensi6n 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 ! ave por completo con el amortiguador que se va a usar. 

Una vez logrado esto, el siguiente paso es determinar el volumen va- 

cio de la columna, es decir, el volumen que saldr6 de la columna sin que

ninguna partrcula se haya ínciurdo dentro de la trama o matriz del gel. A

este volumen se le conoce también como volumen de exclusi6n, y su deter- 

minaci6n se utiliza para caracterizar y calibrar a una columna. 

La determinaci6n M volumen vacro ( Vo) o calibraci6n de la colum- 

no, se reafiza corriendo una muestra de muy alto peso molecular que, por

esa caracterrstica, se excluye por completo de la matriz M gel y no pene- 

tra en ella. Al conocer el volumen y el tiempo en los cuales se eluye la

máxíma concentraci6n de esa muestra, se puede saber que nada va a salir an- 

tes de ese volumen en una corrida con muestra problema. 

En este caso, la calibraci6n de la columna se hizo aplicando 10 mi
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de tina soluci6n de dextrán azul al 2%, cuyo peso molecular es de aproxi- 

madamente 2 000 000 daltones. 

Se regul6 el flujo de la columna a 26 ml/ h y se eluy6 la muestra de

dextr6n azul con agua. 

La salida de la columna se acopl6 a ur registrador marca LKB, mode- 

lo TYP 6520- 4, que tiene una lámpara que produce una longitud de onda fí - 

a a 254 nm, y el cual obtiene su enerJa de una fuente de poder marca LKB, 

modelo Uvicord 4700, el registrador a su vez, se encuentra acoplado a un co~ 

lector de fracciones marca LKB, modelo Ultrorac 7000, que va recogiendo

lo muestra elurda de la columna en diferentes ¡ ubos, de acuerdo al tiempo o

al volumen que se le programe previamente. 

En el registrador se va formando una gráfica de todo lo que vaya sa- 

liendo de la columna y que absorba a 254 nm. Con cada cambio de fracci6n

en el colector, el registrador cambia de color de tinta y de esta manera se

puede identificar f6cilmente el tubo correspondiente a un lugar determinado

de 1, i qráfica. 

En la figura ( 2 ) se muestra un esquema de la manera en que se co- 

locaron y acoplar9n la columna, el registrador, la fuente de poder y el co- 

lector de fracciones. 

Una vez calibrada la columna se procedi6 a cromatografiar el extrac- 

to crudo de los tallos oculares de Pencieus vannamei. 

Después de la cromatografrc se tomaron al"ícuotas - a 100 u¡ cada una, 

de diferentes fracciones con el fin de localizar la actividad neurodepresora



Figura ( 2 Esquema que muestra la forma en que se mont6 la

columna, la fuente de poder, el espectr6metro de

flujo, el registrador y el colector de fracciones. 
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por medin del ensayo biol6gico. 

Después de conocer en qué tubos se encontraba la actividad de HND, 

se c(:¿lec, aron todas esas Fracciones activas y se concentraron en el evapora - 

dar rotatorio. 

2) Cromatografra en Sephadex G- 115.- Como otro paso en la pu- 

rificaci6n de la HND de Penaeus vannamei se procedi6 a pasar el extracto

obtenide de Sephadex G- 25 fino, por unu columna de Sephadex G- 15. Esta

fue montada después de haber hinchado el gel con agua, de la misrr: i forma

que se describi6 anteriormente. 

Una vez empacada la columna, se procedi6 a lovarla y luego se le

calibr6 corriendo una muestra de 5 mi de dextr6n azul al 2%. 

3) Electroforesis en papel. - 

1) Electroforesis analrtica a mediano voitaíe.- Para el caso

de la electroforesis a mediano voltaje, se utilíz6 una celda tipo Durrum, mar- 

ca Beckman, modelo R. La fuente de poder utilízada 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 analrticas fue papel Matman

3 MM. Las dimensiones de las tiras utilizados fueron: tiros simples de 3 x 31

cm, o tiras dobles de 6 x 31 cm. 

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

que a continuaci6n se mencionan. 



Tiempo de saturaci6n de la c6mara: 30 minutos

Tiempo de corrida: 80 minutos

Voltaje aplicado: 450 volts ( 14 v/ cm) 

Las tiros se secaron en el horno a 1000

Las variantes en las electroforesis fueron las soluciones amortiguadoras

usadas en cada caso y la cantidad de muestra aplicada. 

te . 

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

las electroforesis anairticas se llevaron a cabo después de cada paso

de purificaci6n, 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 últimos pa- 

sos de la purificaci6n se añadi6 también el método de la clorinaci6n. 

11) Electroforesis preparativo a mediano voltaje.- Como en

e¡ caso de las electroforesis ancirtícas, 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 mismos que para la electroforesis analrtica, 

variando, como en aquel caso, las soluciones amortiguodoras y la cantidad de

muestra aplicada. 
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Después de cada corrida, se cort6 un extremo de la hoja y se tiñ6

por el método dj ciorinaci6n. 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 ahr se procédi6 a extraer la hormona para subsecuentes pasos de puri- 

ficaci6n. 

4) Extracci6n a partir M papel.- las tiras de papel cortadas

de las hojas de electroforesis preparativo se ecortaron en pequeños pedaci- 

tos, los cuales se colocaron en adaptadores de pi6stico para tubos de centrr- 

fuga ( spin thimbles), a los que pre\ iamente se habra 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 mi 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 hidrofrlica, se extrae con el agua y se la localiza en el filtrado. 

A continuaci6n se colectaron los filtrados correspondientes a la misma

zona electfoforética y se concentraron en el evaporador rotatorio hasta un

volumen determinado. 

9 Criterios de pureza.- 

I) Eiectroforesis de alto voltaje.- En esta técnica se emplea un

tanque de electroforesis marca Savant, tipo Michi, modelo LT20A, y una

fuente de poder de alto voltaje, también Sovant, modelo HV -5000. 
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Figura ( 4 ), Esquema que muestra la forma en que se colocaron los pedo~ 

citas de papel que conteriran la actividad neurodepresora

en los tubos de centrrfuga, con el fin de extraer la HND. 

A) Adaptador de pl6stíco. B) Pedacitos de papel recorta- 

dos de la tira con HND en las hoías de electroforesis pre- 
parativa. C) Fibra de vidrio. D) Tubo c6nico de centrrfu- 

ga. E) Filtrado. 
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El tanque debe enfriarse previarriente y, para eHo, se hace pasar una

corriente de agua fria por el serpentrn de acero inoxidable que se encuentra

dentro M tanque. 

Dentro de la cámara existen dos fases: una superior u orgánica, que

contiene Varsol, un producto de la destilaci6n M petr6leo, cuya funci6n, 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

soluci6n 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 aplicaci6n en punto

con corriente de aire caliente. 

A continuaci6n se satura el papel con la soluci6n amortiguadora, em- 

pezando por los extremos, para que por capilaridad llegue el amortiguador al

Punto de aplicaci6n 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 s6lo

quede hómeda. Se monta la hoja en el soporte de acrrlico y este se introduce

en la cámara. 

Las condiciones usadas en este tipo de electroforesis fueron las que a

continuaci6n se mencionan. 

Tiempo de enfriamiento: 60 minutos

Tiempo de corrida. 60 minutos

Voltaje aplicado: 4500 volts ( 65 v/ cm) 

Soluci6n amortiguadora, piridina : 6c. acético glacial : agua, 

en las proporciones 46: 4: 950, v/ v/ v, pH 6. 0
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Al finalizar la corrida se saca el soporte con la hoja de papel, se

prende el extractar de la campo~ y, 5,e—deja ahr hasta que esté completamen- 

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

tinci6n deseada. 

2) Electroforesis y cromatografra ascendente en capa delgada. - 

Este es un método que combina dos técnicas analrticas distintas, la electro- 

foresis y la cromatografra, y por ello tiene una capacidad de resoluci6n muy

grande que le permite ser un buen criterio de pureza de una muestra. 

Para realizar esta técnica se utíliz6 una c6mara marca Camag ( tipo

Pastuska), modelo ECF6/ TIE- 69- E. La muestra se aplic6 en punto concentra- 

do sobre placas de celulosa MN300, de 250 micras de espesor, de 20 x 20

CM. La aplicaci6n de la muestra se hizo en la irnea central de la placa. 

Después 5e saiuró la placa, roci6ndola con la soluci6n amortiguadora en que

se iba a correr la electroforesis. 

La c6mara debe enfriarse previamente con agua. Se coloca la placa

dentro de la c6mara, se llenan los recipientes que se encuentran a los lados

con la soluci6n amortiguadora y a continuaci6n 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 corriente eléctrica. 

Se cierra, la cámara y oW inicia la electroforesis, conectando a la

fuente de poder Beckman. Las condiciones de la corrida son la aplicaci6n

de 500 volts durante 45 minutos. 
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Después de finalizar la e¡ ectroforesis, se seca la placa con corriente

de aire caliente durante 15 minutos, y después se coloca en el horno a 609, 

durante 30 minutos. Asr queda lista para efectuar la cromatografra ascenden- 

te. 

Como se trata de una técnica bidímensional, se coloca la placa en

posici6n perpendicular a la direcci6n de la electroForesis, y se lleva a cabo

la cromatografra, utilizardo una c6mara cromatogr6fica de Eastman. 

la mezcla de solventes usada fue n -butanol : 6c. acético glacial : agua, 

en las proporciones 4: 1: 5, v/ v/ v, utilizando Onícamente la fase org6nica

superior). 

El tiempo de corrida fue de dos horas. Al terminar ésta, se sec6 con

corriente de aire caliente, durante 15 minutos, para evaporar todo el solven- 

te

A continuaci6n se hace la tinci6n de la placa por el método que se

quiera. 

3) Cromatografra ascendente unidímensional.- Como otro criterio

de pureza se utiliz6 la cromatografra ascendente en una sola dímensi6n. 

Para ello, se satur6 una c6mara de vidrio, rodeada de papel Whatman

3 MM, con la mezcla de solventes por usar, en este caso n -butanol : 6c. acé- 

tico glacial : agua, ( 4. 1: 5, v/ v/ v), utilizando Gnicamente la fase org6nica, 

durante 24 horas. Se lav6 una placa dé celulosa MN3') O, de 250 micras Ge

espesor, de 20 x 20 cm, con la misma mezcla de solventes. 
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La muestra se coloc6 a 2. 5 cm M extremo de la placa, en la Irnea

centrui, por medio de aplicaci6n en punto concentrado. Se introdujo la pia - 

ca en la cámara previamente saturada y se dej6 correr el frente del solvente

15 cm a partir M punto de aplicaci6n. 

Después de la corrida se sec6 la placa con aire caliente, durante 15

minutos y luego en el horno a 609, 30 minutos. 

Luego se tirí6 la placa por el método M cloro. 

4) Electroforesis y cromatografra descendente en papel.- Como un

criterio más de demostraci6n de pureza se realiz6 una electroforesis a mediano

voltaje y cromatografra descendente en papel, combinadas. 

Para ello necesita saturarse perfectamente una cámara especial para

cromatografra descendente con la mezcla de solventes que se va ci usar, en

este caso n - butanol : ác. acético glacial : ugua, ( 4: 1: 5, y/ v/ v), utilizando

s6lamente la fase orgánica. 

Primeramente se corre una electroforesis a mediano voltaje en una hoja

de papel Whatmon 3 MM, de 29 x 31 cm, haciendo la aplicaci6n de la mues- 

tra cerca de uno de los extremos de la irnea que funciona como origen. Las

condiciones del experimento fueron las que a contínuací6n se mencionan. 

Tiempo de saturaci6n: 30 minutos

Tiempo de corrida: 80 minutos

Voltaje aplicado: 450 voits ( 14 v/ cm) . 

Soluci6n amortiguadora: Carbonato de amonio 0. 1 M aíustodo a
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pH 10. 0 con amonraco. 

Al finalizar el experimento se seca la hoja de papel en el horno, 

a 800. 

Después se coloca la hoja de papel en la cámara para cromatografra

descendente, en posici6n perpendicular a la electroforesis, poniendo el extre- 

mo en donde se hizo la aplicaci6n dentro de un recipiente que tiene la mez- 

cla de solventes. Se dej6 correr el frente de¡ solvente hasta 20 cm a partir

M punto de aplicaci6n. 

Al finalizar la crorr,,itografra se seca la ho¡ a con corriente de aire ca - 

ente. 

A contínuaci6n se revel6 por el método de¡ cloro. 

5) Donsilaci6n.- La dansilaci6n es una técnica muy sensible, 

que permite trabajar con cantidades muy pequeflas de material ( 1 - 10 nano - 

motas). En este mé" odo se utiliza un reactivo no fluorescente ( cloruro de 1- 

di.,kne il'ornim naffalán 5- sulfonilo) conocido como cloruro de dansilo y que se

abrevia como DNS -CI, el cual reacciona con el grupo amino de los amino6- 

cídos y péptidos; y da una gran fluorescencia, debido a la formaci6n de la

sulfonamída. 

El Primer usu de-¡ cloruro de dansilo fue hecho por Weber

en 1952. A partir de entonces se ha utilizado muchrisimo esta técnica. Qui- 

zá una de las aplicaciones más relevantes de esta sustancia es la determinaci6n

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

El cloruro de dansilo reacciona fácilmente con los grupos (- NH2) 

alif5ticos a un plí alcaiino para formar derívados intensamente fluorescentes. 

Sin embargo, la reacci6n no es tan simp! e. Debido a la presencia de agua

en ! a mezcla de reacci6n, se supone que la dansilaci6n de un amincácido

AA- NH2) a un plí alcalíno involucro al menos tres reacciones: 

1) AA- NH 2 - t- DNS -Cl AA -NH - DNS * HO

2) H20 , DNS - Cl -----> DNS - OH -* HCI

3) AA -NH - DNS + DNS - CL > DNS - NIH 2 -- otros productos

Si sMo ocurrieran las reacciones 1) y 2), serra posible obtener un

100% de aminoácídos dansilados. Debe encontrarse un pH 6ptímo, ya que un

aumento en el pH desviará el equilibrio de la reacci6n 1) y de la reacci6n 2) 

hacia la derecho. Adem6s la reacci6n ?) tiene una cínética dependíente de

la concentraci6n de cloruro de dansilo e independiente de lo concentraci6n

y tipo de amino6cido presente. Sin embargo, ¡ a reacci,6n 3) es consecutivo de

IG reacci6n l), resultando por ello en la descomposici6n del aminoácido dar>- 

silado, de manera que un rendimiento del 1009/6 de¡ producto deseado no pue- 

de alcanzarse. Asr, el renclímienfo, de la reacci6n 1) es la suma de los ren- 

dimientos de amino6cidos donsilados y de DNS - M2' Por esto, es muy impor- 

tante minimizar la extensi6n de reacciones colat.erales no deseados, variando

los par6metros de reacci6n. 

Con e¡ fin de obtener coneentracíones máximos M producto darisilado

es esencial tener en cuento: a) L concentraci6n de DNS - CI, b) el tiempo
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de reacci6n, c) la temperatura de la mezcla de reacci6n, y d) el pH de

la mezcla de reacci6n. 

Las condiciones 6ptimas para la darailaci6n de amino6cidos a 370, 

requiere: 

1) Que las condiciones de la reacci6n se lleven a pH 10. 0

2) Que el tiempo de incubaci6n sea de 30 minutos

3) La concentraci6n requerida de DNS - Cl debe encontrarse por

experimentos de ensayo y error, en forma muy crrtíca ( 21 ). 

La técnica utilizada en este trabajo como criterio de pureza fue la

modificaci6n hecha por Neuhoff, quien sent6 las condiciones para realizar

una microtécnica. 

La secuencia seguida para la reacci6n fue la siguiente: 

Cubrir los tubos con papel aluminio. 

Colocar 1 - 10 nanomolas de muestra en soluci6n acuosa. 

Evaporar a sequedad con corriente de nitr6geno. 

Resuspender en 5 u¡ de NaHCO3 0. 05 M, pH 10. 0

Añadir 5 u¡ de acetona. 

Afiadir 10 u¡ de DNS -Cl 10 mM en acetona. 

Incubar a 370, durante 30 minutos. 

Evaporar a sequedad con corriente de nitr6geno. 

Con el objeto de identificar los productos dansilados, se llevan a cabo

microcromatografras tridimensionales, bajo las siguientes condiciones, 
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Resuspender en 5 ? l de acetona : ác. cicético, ( 12, v/ Y). 

Aplicar aircuotas de 0. 5 - 1 yl en placas de poliamida de

5 x 5 cm. 

Correr las microcromatograf ras: 

la. dimensi6n: agua : dc. f6rmico, ( 100-3, v/ v) 

2a. dimensi6n: benceno : ác. acético, ( 9: 1, v/ v) 

3a. dirrensi6n ( en el mismo sentido que la segundo): ace- 

tato de etilo : metano¡ - 6c. acético, ( 20: 1: 1, v/ v/ Y) 

A continuaci6n se observan las cromatopiacas bajo luz ultravioleta y

se hace la identificaci6n de los prc: luctos dansilados por comparaci6n con

patrones de DNS- amino6cidos apropiados. 

9) Caracterizaci6n.- 

1) Determinaci6n aproximada de peso molecular.- Con el fin de

conocer con aproximaci6n el peso molecular de la HND, se procedi6 a utili- 

zar la técnica de cromatografra por filtraci6n en gel, tomando como referen- 

cia patrones de peso molecular conocido. 

Por. lo tanto, se aplic6 una muestra de 20 m9 de cianocobalamína

V' t B12) disuelta en 1. 5 m1 de agua, a una columna de Sephaclex G- 15 y

se eluy6 con agua. El peso molecular de la cianocobalamina es de 1355. 5

doltones. 

Por otra parte, se aplicaron a la mismo columnc de Sephadex G- 15, 

10 ) u¡ de LH- RH ( 3H) disueltos en 1 m1 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 péptído marcado

con tritio, con una actividad especWica muy alta. 

Después de eluir al péptido de la columna, se procedi6 a tornar alr- 

cuotas de 0. 5 mi de cada fracci6n, las cuales se colocaron en frascos a los

que se añadieran 15 mi de Irquido de Bray ( Irquido de centelleo) el que es

muy ótil para contar radiactividad en muestras que se encuentran en medio

acuoso. La composici6n M Irquido de Bray es la siguiente: 

naftaleno 60 9

2, 5- difeniloxazol ( PPO) 4 g

1, 4- bis- 2, 5-- feniloxazolilbenceno ( MSB) 0. 2 g

metano¡ 100 mi

etilenglícol 20 mi

1, 4- dioxano cbp 1000 mi

Los frascos se colocaron en un espectr6metro de centelleo Irquido, 

marca Packard, Tricarb, modelo 3330, y se contaron en el canal de tritio

durante un minuto. 

2) Determínaci6n de actividad de la tripsina.- Se sigui6 la

técnica descrita en el manual de enzimas de Worthington ( 22 ) con las

siguientes modificaciones: el sustrato usado fue ol- N- benzoil- arginil- etil- éster- HCI

BAEE), de Sigma; el pH fue de 7. 6; el volumen final de reacci6n fue de

3. 2 mi; y la longitud de onda utilizada de 253 nm. 
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EnzIma- Tripsina DCC ( 1 mg/ mi en HO 1 mM). Esta solucí6n es

estable durante varías semanas a 50. Antes de usar, se diluye en HCI 1 m[\;, 

hasta terier una concentraci6n de 1 - 2 Pq por 100 uL

Sustrato: AEE 0. 01 M

Soluci6n amortiguadora: Tris - HCI 0. 046 M, CaC12 0. 0115 M, pH 7. 6

Procedimiento: Pipetear 0. 1 mi de HCI 1 mM, 0. 3 mi de sustrato y

2. 8 mi de soluci6n amortiguadora en una celda de 1 crn. Mezclar y ajustar a

cero el espectrofot6metro, a una longitud de onda de 253 nm. En otra celdu, 

colocar 0. 3 mi de sustreito, 2. 8 mi de soluci6n amortiauadora, y al tiempo

cero añadir 0. 1 rni de enzima dilurda. Mezclar y leer la absorbencio cada

30 egundos, durante 5 minutos. 

Graficar la absorbencía vs. tiempo, y de la parte recto de la pendien- 

te, con A menor de 0. 320, determinar A/ min. Se debe obtener una Irnea

recta por al menos 3 minutos. Sí no sucede asr., repetir el experimento usando

menor cantidad de enzima. 

También se determín6 la actividad de la iripsina utilizando un sustrato

natural, de acuerdo a la metodologra descrita por V. M. Ingram para obtener

las huellas digítales de la hemoglobina ( 23 ) 

Se desnaturaliza una soluci6n de hemoglobina bovina al 2. 2% añadier>- 

do NaCH hasta alcanzar pH 8. 0 y luego calentando a 900 durante 4 minutos. 

Se toma una aircuota de 4 mi de la soluci6n des natura ¡izado, libre de sales

y se agita en un bario a
380. Se agregan 100pl de ¡-!no soluci6n de tripsinc. 
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al 0. 5 % en HCI 1 mM al tiempo cero. Se mantiene una atm6sfera de ni- 

tr6geno durante e¡ proceso de digesti6n. La relaci6n enzima : sustrato es de

1: 175. 

Debido a que el rompimiento de enlaces peptrdicos libera hidrogenic- 

nes, se añade NaCH 0. 5 N para que el pH se mantenga entre 7. 95 y 8. 0. 

Después de dos horas de digesti6n, se ajusta el pH a 6. 5 con HCI 1 N

y el precipitado se elimina por centrifugaci6n a 2 000 RPM ( 900 x g), 15

minutos. 

Se toman 100 pl de¡ sobrenadante y se evaporan a sequedad con co- 

rriente de nitr6geno. Luego se resuspenden en 20) jl de agua. 

Se corre una electroforesis a mediano voltaje bajo las condiciones que

se indican adelante. 

Tiempo de saturaci6n: 30 minutos

Tiempo de corrida: 150 minutos

Voltaíe aplicado: 500 volts (] 6v/ cm) 

Solucí6n amortiguadora. piridina : 6c. acético glacial : agua, 

10: 0. 4: 90, i/ 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 seco la hoja en el horno. 

A continuac: 6n se corre una cromatografra ascendente, en una segunda

dimensi6n, utilizando ¡ a siguiente mezcla de solventes, n -butanol : 6c. acéti- 

co glacial : agua, ( 4: 1: 5, v/ v/ v) ( fase superior). 
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Se seca el cromatograma en e! horno y luego se tir3e con ninhidrina. 

3) Digestiones enzim6ticas.- Se incubaron aIrcuotas de la soluci6n de

HND con las siguientes enzimas: 

tripsina DCC ( Sigma) 

quimotripsina tipo 1 ( Sigma) 

pronasa grado B ( Calbiochem) 

Adem6s, se hizo una incubací6n con inhíbidor de tripsina ( de soya) 

Sigma). 

Se prepar6 una solucí6n de tripsina DCk-- al 7% 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 aminci6cidos libres. Se

prepar6 una soluci6n de quimotripsina al 1% en Tris - HCI 0. 01 M, pH 8. 3. 

La pronasa se prepar6 en una solucí6n el 1% en Tris - HCI 0. 01 M, pH 7. 5. 

También se prepar6 una soluci6n de inhibidor de tripsina al 1% en Tris - HO

0. 01 M, pH 8. 3. 

El esquema general de trabcío para cada una de las incubaciones fue

el siguiente: 

a) Mantener un pH inicial 6ptimo. 

1) pH 8. 0 para tripsina

11) pH 8. 3 para químotripsina

111) pH 7. 5 para pronasa

IV) pH 8. 3 para el inhibidor de tripsina

b) Incubar a 300 durante dos horas. 



45 - 

c) Aforar a 50 pl con aqua

d) Detener la reacci6n inactivando con calentamiento a 750, 

durante 60 segundos. 

e) Enfriar inmediatamente en agua con hielo, para precipitar

la proterna desnaturalizada. 

9 Centrífugar a 2 000 RPM ( 900 x g), 30 minutos. 

9) Recoger los sobrenadantes y evaporar a sequedad. 

En todos los casos se determin6 el efecto de la digesti6n enzimática

sobre la HND utilizando el bioensayo. 

4) Determinaci6n de la composici6n de amino6cidos.- Con el fin de

conocer en forma cualitativa qué amino6cídos componen a la hormona neuro- 

depresora se llev6 a cabo un experimento en el que se combín6 una hidr6ii- 

sis 6cida de la hormona, previamente a si, donsilaci6n. 

Como control para el método se realiz6 un experimento utilizando el

péptido 5 de la ribonucleasa, cuya composici6n de amino6cidos ya es conoci- 

do ( 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 hidr6lisis 6cida ( 25 ) se llev6 a cabo colocando 5 nanomolas de

péptido S de la ribonucleasa ( PM 2129. 6) en una ampolleta, se evapor6 a

sequedad bajo corriente de nitr6gerioy se resuspendi6 en 100 il de HCI 5. 7 N. 

Se sell6 la ampolleta a la flama y se íncub6 a 1100, durante 24 horas en

un baño de aceite. 



Después de transcurrido el tiempo de hidr6lisis, se abri6 la ampolleta

y se evapor6 su contenido con corriente de nitr6geno. A continuaci6n se

realiz6 una dansilaci6n de acuerdo al siguiente esquema. 

Agregar ] 5yl de NcHCO3 0. 2 M, pH 10. 0

Evaporar a sequedad

Añadir 15pl de agua

Agregar 10, ul de DNS - Cl 10 mM en acetona

Incubar 30 minutos a 370

Evaporar a sequedad

Resuspender en 5pl de etanol absoluto

Luego se aplican aircuotas de 0. 5 - 1 l a placas de poliamída, de

3 x 3 cm, y se corren cromatografras bidimerisionales utilizando las siguien- 

tes mezclas de solventes: 

la. dimensi6n: 6c. f6rmico : agua, ( 1. 5: 100, v/ v) 

2a. dimensi6n: 1 - butanol : heptano . 6c. acético, ( 3: 11, v/ v/ v) 

La identificaci6n de los amino6cidos se lleva a cabo observando las

placas bajo luz ultravioleta, por comparaci6n con patrones conocidos. 

Una vez probado el método, se procedi6 a hidrolizar y dansilar una

all c̀uota de la soluci6n de HND y determinar su composici6n de amino6cidos. 



47 - 

RESULTADCS

Con el fin de aclarar el procedimiento que se sigui6 a lo largo

de este trabajo, y explicarlo en forma secuencia¡, a continuaci6n se pre- 

senta un esquema resumido de los pasos efectuados: 
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1) Cbtenci6n de los tallos oculares de Penaeus vannamei ( Boorie) 

2) AISLAMIENTO

Trituraci6n

I
Extracci6n con aguo

Centrifugaci6n a 700 x g

Precipitados Sobre adantes

1 1
Polvos de acetona i

1
Extracci6n con agua

1
Centrifugaci6n a 700 x

Precipitados Sobrenadantes

1
Congelaci6n a - 70' 

Concentraci6n en evaporador rotatorio

Diálisis vs. jua bidestilada y desionizada
1

Concentraci6n

1
Centrifugaci6n a 15 000 x 9

Precipitado Sobrenadante

1
Congelaci6n a -

700

Alrcuotas para bioensayo y

electroforesis anairtica

3) PURIFICACICN

la. cromatografra en Sephaciex G- 25 fino

1
Búsqueda de HND por bioensayo

Concentraci6n de las muestras activas
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Bicensayo y electroforesis anal' ítica

1
2a. cromatografra en Sephadex G- 25 fino

1
Búsqueda de HND por bicensayo

1
Concentraci6n de las muestras activas

1
Bíoensayo y * Aectroforesis analrtica

1
Cromatografra en Sephadex G- 15

Búsqueda de ND por bioensayo

Concentraci6n de las muestras activas

1
Bioensayo y electroforesis anairtica

1
Electroforesis preparativa a plí 10. 0

1
JJ

Extracci6n M papel y concentraci6n
1

Electroforesis preparativa a pH 1. 8

1
Extracci6n de¡ papel y concentraci6n

1
Electroforesis preparativa a pH 10. 0

1
Extracci6n de¡ papel y concentraci6n

1
Cromatografta en Sephadex G- 25 fino

t
3 a) CRITERICS DE PUREZA

1) Electroforesís de alto voltaíe

11) Electroforesis y cromatografra ascendente en capa delgada
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4) CARACTERIZACICN
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b) Incubaciones con: 

i) tripsina

ii) quimotripsina

iii) pronasa

iv) inhibidor de tripsina

c) Determinaci6n de la composici6n de cunino6cidos
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a) AISLAMIENTO. - 

1) Sabiendo que 10 9 de material biológico correspondTan a aproxima - 

dome nte 100 tallos oculares, sup irnos que ¡ ni ci6bamos el trabaío con alrededor

de 6150 tah os oculares puesto que partimos de 615 9 de material, que fue tra- 

tado en la forma que se describió anteriormente ( ver MATERIALES Y METCDOS, 

pag. 19). 

2) Concentración.- El volumen ocupado por los sobrenadantes obte- 

nidos de las centrifugaciones a 700 x 9 fue de aproximadamente 8 Its. Por

lo tanto se concentraron en un evaporador rotatorio ( ver MATERIALES Y ME - 

TODOS, pag. 21) hasta un volumen de 100 mi . 

3) Diálisis— En cada tubo de di6lisís se colocaron 35 mi del ex- 

tracto concent rado. Se efectuaron las di6l isis en 1 a for mo que se describi 6

previamente ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 23). Se real izaron en

total, 14 cambios de agua de di 61 isis. El 1 rqui do colectado presentó una

col or ación amar¡ 1 la, y el vol umen ocupado fue de aproxi madarnente 2 1 ts. 

Es te - jol umen se concentr6 hasta 20 mi , presentando la muestra una col ora- 

ción café muy intensa y una viscosidad muy grande. 

En este paso se tomaron dos aircuotas correspondientes a 60 tallos

oculares cada una, empleándose una para análisis por bioensayo, para saber

la actividad total recuperado en el proceso de aislamiento; y otra para

anál i sis el ectroforético, con el fin de conocer el patrón i nicial de manchas
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de lo que se denomin6 extracto crudo. 

Se debe aclarar que en todos los bioenísayos realizados a lo largo de

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

vieri ( ver MATERIALES Y METODOS, 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 hormo,,,, de Penaetis vannamei est6n medidos en relaci6n a la ac- 

tivirlad de la misma hormona en Procombarus bouvieri. 

Los resultados obtenidos sobre la actividad neurodepresora de¡ extrac- 

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

18% m6s de actividad con respecto a la misma cantidad de tallos en P. bou- 

vieri, es decir que se habra recuperado, durante el proceso de aílamiento, 

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

vieri. 

Por su parte, el an6lisis electroforético de 5 u¡ de( extracto, efectua- 

do a pH 1. 8, observado bajo la luz ultravioleta y revelado con Ins tinciones

de Pauly y ninhidrina ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 14), mostr6 el

patr6n inicial de manchas contaminantes que se encontraban en la muestra an- 

tes de empezar la purificaci6n. Dicho pati6n se encui- ntra esquematizado en

la figura ( 5 ). 
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Figura ( 5 ), Electroforesis ajiairtica a pH 1. 8 de¡ extracto crudo. Tiras

dobles de papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm;, 450 v; 80 miry
amortiguador: 6c. f6rmico : ¿ Sc- ac6ticO 91' c" l * ' gua, ( 1: 4: 45, 

P,) - 
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b) PURIFICACION.- 

1) Primera cromatografra en Sephadex G- 25 fino, Al rinalizar la

corrida de dextr6n azul al 2% ( ver MATERIALES Y METCDCS, pag. ' 214), 

se pudieron conocer ¡ os par6metros de la columna. Dimensiones: 1 . 9 x 111

cm; volumen total de¡ lecho: 315 mi; flujo: 26 mi/ 1h; volómenes vacros ob- 

tenidos: Voz 107 mí, Va'= 132 mi, Vo"= 252 mi. 

Va, Va' y Va" corresponden respectivamente al volumen en que em- 

pieza a salir el dextr6n azul, al volumen de m6xima concentraci6n de dex- 

tr6n azul, y al volumen en que dejo de salir el colorante de la columna. 

E! volumen vacro tomado en cuenta en este caso fue el de mayor

concentraci6n de dextrán azul, o sea el correspondiente a 132 m(. 

Una vez calibrada la columna se procedi6 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 util izado durante la calibra- 

c: 6r. de la columna, se aplicaron 10 mi ( correspondientes a 3000 tal los

oculares) a la columna de Sephadex G- 25 fino y se empez6 a graficar y

colector desde el momento en que toda la muestra habra penetrado en el

gel . La muestra se eluy6 con agua. 

Las condiciones en que se efectu6 este experimento fueron las que

a continuaci6n se mencionan. Dimensiones: 1. 9 x 111 cm; volumen total

del lecho. 315 mi; flujo: 26 mi/ h; volumen de cada fracci6n: 11 mi. 
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Después de 1 a corrida se tomaron al rcuotas de 100 pl c/ u, de

cada quinto tubo, para determinar por media del bioensayo en cuales

existra actividad neurodepresora. Se encontr6 actividad de HND en las

fracciones 24 - V. La gráfica correspond ¡ente a esta prueba se puede

observar en la figura ( 6 ) . 

Des pués de 1 avar durante toda 1 a noche la col umna con agua, se

Procedí6 a pasar otra parte del extracto crudo por la columna. Se regu- 

16 nuevamente el flujo a 26 mi/ h. 

Se tomaron 8 mi de¡ extracto crudo ( equivalentes a 2400 tal los

ocui ares) y s e di luyeron a 10 mi con agua, se apl icaron a 1 o c;oi umno

y se cromatografiaron en las mismas condiciones que la corrido anterior. 

Al f i no¡ ízar 1 a cromatografra se tomaron al rcuotas de 100 pl c/ u, 

de cada tercer tubo, y se determin6 por medio de¡ bioensayo en qué frac- 

ci ones se encontraba actividad neurodepresora. 

Esta se hal 16 en 1 as fracciones 30 - 37. Lo gráfica correspondien- 

te a este experimento se muestra en la fi gura ( 7 ) . 

Una vez más, se lav6 exhaustivamente la col umna y se procedi6

a apl ícar el remanente M extracto cruda. Los 2 mi restantes ( 600 tal los

ocul ares) s e di 1 uyeron a 10 mi con agua y se col ucaron en 1 a col umna; 

la cromatografra se 1 lev6 a cabo en las mismas condiciones que las veces

anteriores . 

Como la cantidad de muestra aplicada en esta ocasi6n fue menor

que en las anteriores, se debra obtener un perfil cromatogr6fico mucho más
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Figura ( 6 ).- Primera cromatografra en Sephadex G- 25 fino correspondiente a 3000 tallos
oculares del extracto crudo. Dimensiones: 1. 9 x 111 cm; volumen total M le- 

cho: 315 mi; flujo: 26 mi/ h; volumen de cada fracci6n: 11 mi. Eluyente: agua

bidestilada y desionizada. La zona sombreada corresponde a las fracciones que
presentaron actividad neurodepresora. 
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Figura ( 7 ), Primera cromatografra en Sephaclex G- 25 fino correbpondiente a 2400
tallos oculares de¡ extracto crudo, Dimensiones: 1. 9 x 111 cm; volumen to- 
tal M lecho: 315 mi; flujo: 26 mi/ h; volumen de cada fracci6n: 11 mi. 
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 la actividad hormonal en aircuotas tomadas

cada t ercer tubo, se 1 oca¡ iz6 la H ND en 1 os fracciones 29 - 37. La

gr6fica que corresponde a esta corrida se muestra en la figura ( 8 ) . 

Después de conocer en qué tubos se encontraba actividad de HND, 

se colectaron todos las fracciones activas de las tres corridas cromatogr6- 

ficas y se concentraron en el evaporador rotatorio hasta un volumen de

10 mi. Como se form6 un pequeño precipitado durante la concentraci6n, 

se cenTrifug6 la muestra a 2000 RPM ( 900 x 9) , 30 minutos, a tempera- 

uro ambiente. 

Se tomaron dos aircuotas, correspondientes a 35 tal los oculares c/ u

50 u] , una destinada a análisis el ectroforético y otra para an6lisís por
1

oensayo. 

Se hizo la el ectroforesis anairtica de 5 y] de este extracto, a

pH 1 . 8, y se observ6 bajo la luz ultravioleta y revel 6 con ninhidrina y

Pauly, para ver

si, 
habran disminurdo los contaminantes que se tenran ori- 

ginal mente en el extracto crudo. El patr6n de manchas obtenido se mues- 

traen lafigura ( 9). 

2) Segunda cromatografra en Sephaclex G- 25 fino.- Después de

haber lavado perfectamente 1 a columna con agua, se procedi6 a recroma- 

tografiar el extracto obtenido de las corridas anteriores ( fracciones acti- 

vas) en Sephadex G- 25 fino, s6lo que en esta ocasi6n se disminuy6 el
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Figura ( 8 ).- Primera cromatografra en Sephadex G- 25 fino correspondiente a 600 tallos
ocuiares del extracto crudo. Dimensiones. 1. 9 x- 111 cm; volumen total de¡ lecho - 
315 mi; flujo. 26 mi/ h; volumen de cada fracci6n. 11 mi. Eluyente: agua bidestila- 
da y desíonizada, La zona sombreada corresponde a las fracciones que presentaron
actividad neurodepresora. 
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Figura ( 9 ).-, Electroforesís anairtica a pH 1. 8 M extracto obtenido de
1

primera cromatografra en Sephadex G- 25 fino. Tiras de

papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 450 v; 80 mín; amor- 
tiguador- ác. f6rmico : 6c. acético glacial - agua, ( 1: 4: 45, 

V/ V) - 
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flujo a 17. 5 mi/ h, lo cual debra permitir una mejor resoluci6n de la

muestra en la columna. Las condiciones de este experimento se mencío- 

nan a contínuaci6n. Dímensiones: 1. 9 x 111 cm; volumen total del le- 

cho: 315 mi; flujo: 17. 5 ml/ h; volumen de cada fracci6n- 5. 5 mi. 

Al finalizar la corrida se tomaron alrcuitas de 100y1, de cada

quinto tubo, para encontrar la actividad de HND por bioensayo. Esta se

ubic6 en las fracciones 50 - 59. 

La gráfica que corresporde a esta corrida se encuentra en la fi- 

gura ( 10 ). 

Las fracciones activas se reunieron y concentraron en el evaporc>- 

dor rotatorio hasta un volumen de 5 mi . 

Se tomaron al rcuotas de 50 pl ( equivalentes o 68 tallos oculares) 

para análisis por bioenseyo y para análisis electroforético. 

La el ectroforesis anal rtica de 5 u¡ de este extracto concentrado a

pH 1. 8, después de observarla al U. V. ; revelarla con Pauly y ninhidri- 

na, mostr6 un patr6n de manchas que se esquematiza en la figura ( 

3) Cromatografra en Sephadex G- í5.- La corrida de dextr6n azul

2% (
ver MATERIALES Y METODOS, Dag. 28) di6 como resultado laal

obtenci6n de los siguientes volúmenes vacros: Va = 115 mi, Vo' 138 mí, 

Va"- 169 mi. El volumen vacro tomado en cuento en este caso fue el de

138 mi . 
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Figura ( 10 ), Segunda c:romatografTc en Sephadex G- 25 fino correspondiente a 6000
tallos oculares del extracto obtenido de le primera eromatografra en la misma co- 
lumna. Dimensiones. 1. 9 x 111 cm; volumen total M lecho: 315 mi; flujo: 17. 5
mi/ h; volumen de cada fracci6n: 5. 5 mi. Eluyente. agua bidestilada y desionizo- 
de. La zona sombreado corresponde a las fracciones que presentaron actividad
neurodepresora. 
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Figura ( 11 ).- Electroforesis ancirtica a pH 1. 8 de 5, pl M extracto ob- 
tenido de la segunda cromatografra en Sephadex G- 25 fino. 
Tiros de papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 450 v; 80 min; 
amortiguador: 6c. f6rmico : 6c. acético glacial : agua, ( 1: 

4: 45, v/ v/ v) 
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Lus dem6s condiciones de la columna fueron las que a continuaci6n

se indican. Dimensiones: 1. 9 x 117 cm; volumen total M lecho: 331 mi; 

flujo: 12 milh; volumen de cada fracci6n: 6 mi. 

Una vez calibrada la columna y después de lavarla perfectamente; 

se procedi6 a pasar una tercera parte M extracto correspond ¡ente al paso

de purificaci6n anterior; por lo tanto, se tomaron 1. 6 m[ ( equivalentes a

2000 tallos oculares), se diluyeron a 5 mi con agua y se aplicaron a la

columna de Sephaclex G- 15. Se empez6 a graficar y colectar cuando la

muestra penetr6 totalmente en el gel. Las condiciones de la prueba fueron

las mismas que durante la calibraci6n. 

Se busc6 por bioensayo la actividad neurodepresora en alrcuotas de

100 ? 1 c/ u, de cada tercer tubo, y se encontr6 en las fracciones 38 - 43. 

La gr6fica que corresponde a esta corrida se puede observar en la figura

12 ) . 

Se iav6 la columna durante toda la noche. Los restantes dos tercios

del extracto ( equivalentes a 4000 tallos oculares) se diluyeron a 5 mi con

agua y se aplicaron a la columna, para cromatograf ¡arlo en las mismas

condiciones que la corrida anterior. 

De igual manera que en veces anteriores, se tomaron aircuotas de

100 u¡ c/ u, de cada tercer tubo, para localizar la actividad neurodepre-r

sora por medio de¡ bioensayo. Las fracciones activas fueron 37 - 44. La

gr6fica correspondiente a esta corrida se puede observar en la figura ( 13 ) . 
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Figura ( 12 ), Cromatografra en Sephadex G- 15 correspw-d ¡ente a 2000 tallos ocula- 

res del extracto obtenido de la segunda cromatografra en Sephadex G- 25 fino. 

Dimensiones: 1. 9 x 117 cm; volumen total M lecho: 331 mi; flujo: 12 mi/ h; 
volumen de coda fracci6n. 6 mi. Eluyente: agua bidestílada y desionizada. La

zona sombreada corresponde a los fracciones con actividad neurodepresora. 

I
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Figura ( 13 ).- Cromatografra en Sephadex G- 15 correspondiente a 4000 tallos oculares del

extracto obtenido de la segunda cromatografra en Sephadex G- 25 fino. Dímen- 

siones: 1. 9 x 117 cm; volumen total M leclio: 331 mi; flujo: 12 mi/ h; volumen

de cada fracci6n: 6 mi. Eluyente: agua bidestilada y desionizado. La zona som- 

breada coi -responde a las fracciones que presentaron actividad neurodepresora. 

I
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Una vez localizados las fracciones que conteni àn HND, se reunie- 

ron y concentraron en el evaporador rotatorio, hasta un volumen Pino¡ de

2 m!. 

Se tomaron dos alrcuotas de 15 y¡ c/ u ( 50 tallos oculares) para

análisis por bioensayo y an6lisís electroforético. 

La electroforesis anairtíca a pH 1. 8, observada al ultravioleta, y

revelada por los métodos de Pauly, ninhidrina y cloro, mostr6 el patr6n

de manchas que se indica en la figura ( 14 ). 

Por su por -te, los datos obtenidos por bioensayo M extracto resul- 

tante de Sephadex C- 15 revelaron que se habra recuperado el 100% de

actividad hasta esta etapa de la purificaci6n. 

También se hizo una electroforesis anuirtica a pH 10. 0 ( ver MATE- 

RIALES Y METODOS, pag. 13) utilizando 10pl M extracto. Se obser-v6

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 centrmetro - 1 con las siguientes co- 

racterrsticas: cloro (+), Pauly (¡-) y nínhidrina (-). Por datos anteriores ( 13

sabrQmos que la HND es una molécula neutra y que no se mueve M ori- 

gen cuando se le aplica un campo eléctrico. Por lo tanto se decidi6 se- 

guir la purificaci6n de la hormona por métodos electroforéticos. 



C== 1Z

D
Observeci0n el U.V. 

9

G

Pauly Ninhidrina

Al

G
Cloro

Figura ( 14 ).- Electroforesis ancirtica o pH 1. 8 de 10 1 del extracto
obtenido de la cromatografra en Sephadex G- 15. Tiros de

papel Whatmon 3 MM de 6 x 31 crrV 450 v; 80 min; amor- 
tiguador: & c. fórinico : dc. acético glacial : agua, ( 1: 4: 45, 

V/ V/ V) - 
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Figura ( 15 ),- Electroforesis analrtica a pH 10. 0 de 10 pl del extracto

obterídío de la cromatografra en Sephadex G- 15. Tiras de

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

tiguodor. carbonato de arnonio 0. 1 M ajustado a pH 70. 0
con amonraco. 



70 - 

Se procedi6 a concentrar el extracto obtenido de ¡ a columna de

Sepínad2x G- 15 hasta 1. 5 mi, utilizando para ello, una corriente de ni- 

tr6geno. Al hacerlo se form6 un pequeño precipitado que fue eliminado

al centrífugar la muestra a 2000 RPM ( 900 x g), 15 minutos, a tempera- 

tura ambiente. El volumen final fue de 1. 4 mi. 

4) Se hicieron electroforesis preparativas ( cinco en total) a pH 10. 0, 

aplicando 300yi de muestra en cada hoja ( ver MATERIALES Y METODOS, 

pag. 29). Al finalizar las electroforesis, y después de secar las hojas en

el horno, se cort6 un extremo de cada hoja y se tir)eron por los métodos

le Pauly y cloro. Como se observa en la figura ( 16 ) nuevamente se ob~ 

tuvo una mancha cloro ( 4-) , Pauly ( - ) en - 1 . Por lo tanto, se procedi6

a cortar tiras a lo ancho de la hoja, desde el origen hasta - 1. 5 cm, con

el Prop6sito de extraer la hormona de ahir ( ver MATERIALES Y METCDC5, 

Pag. 30) 

Después de la extracci6n se tuvo un volumen de 30 mi, el cual

nncentr6 en el evaporador rotatorio hasta un volumen final de 700pl. 

El siguierite paso fue correr una electroforesis analrtica a pH 1 . 8, 

y revelar con cloro y ninhidrina, con el fin de observar el grado de puri- 

ficaci6n alcanzado con la electroforesis a pH 10. 0. 

Como se puede observar en la figura ( 17 ), en el origen apare- 

ci6 una mancha ninhidrina (-) y cloro (+), en tanto que en - 9 se vi6

una mancha ninhidrina (+-) y cloro (+). 
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P a u 1 y Cloro

Figura ( 16 ), Extremos de las hojas de electroforesis preparativa a pH
10. 0 M extracto obtenido de Sephadex - G- 15. 450 v; 80
mín; amortiguador: carbonato de amonio 0. 1 M ajustado a
pH 10. 0 con amonrcco. 
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Figura ( 17 ).- Electroforesis analrtica a pH 1. 8 M extracto obtenido

a plí 70. 0. Tiras de papel Whatman de 6 x. 31 cm; 450 v; 

80 min; amortiguador: 6c. f6rmico : dc. acético glacial : 

agua, ( 1: 4: 45, v/ v/ v). 
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5) Por lo tanto, se decidi6 hacer una electroforesis preparativo

a pH 1. 8 con el fin de eliminar el contaminante de - 9. Al finalizar la

corrida se- ti?í6 un extremo de la hoja por el métodr de¡ cloro; el resul- 

tado se aprecia en la figura ( 18 ). Como se ve, aparecieron manchas

positivas en - 1, - 5, - 7, y - 9. Se procedi6 a cortar de t-0. 5 hasta - 1. 5

y se extraía la hormona en la forma que se ¡. a descrito anteriormente. los

filtrados obtenidos se concentraron hasta un volumen final de 300, ul. 

Para saber el grado de purificaci6n obtenido, se decídi6 hacer

una electroforesis anairtica a pH 3. 5 ( ver MATERIALES Y METODOS, 

pag. 13). Los resultados, que se observan en la figura ( 19 ) fueron los

siguientes: apareci6 una sola mancha en el origen, ninhidrína ( ir), cloro

Pauly (-), lo cual fue muy rara, pues la muestra obtenido de lo electro- 

foresis a pH 1. 8 no era positiva a la ninhidrinti. la explicaci6n a este

fen6meno se encontr6 al saber que el papel utilizado como soporte tanto

como el ácido acético comercial están contaminados con glicína y acetil- 

glicina, y que este aminoácido no presento movilidad electroforética al pH

utilizado en esta electroforesis ( 26 ). Para comprobarlo se corri6 un patr6n

de glicina ( 50lug), además de muestras del extracto de pH 1. 8, a pH 3. 5

bajo las mismos condiciones que la electroforesis anterior. Al finalizar la

corrida, y después de teñir 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 habra contaminado en la electroforesis a pH 1. 8 con

los reactivos 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: 6c. f6rmico : 6c. acético glaciai : agua, ( 1. 4: 45, v/ v/ v). 



75 - 

G e Q) 

Nin hidrina Po u 1 y Cloro

Figura ( 79 ).- Electroforesis ancirtica a pH 3. 5 del extracto obtenido

de pH 1. 8. Tiras de papel Matman de 6 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 contaminaci6n, se decidi6 volver a

correr la totclidad de la muestra en una electroforesis preparativo a PH

10. 0, en donde la composici6n de la soluci6n amortiguadora no requiere

de 6cido acético para su preparaci6n. Al finalizar la electroforesis se ti - 

P56 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- 

ti¡- 91icina en tiras simples de papel, bajo las mismas condiciones y se

revelaron con cloro; se observ6 que en efecto aparecran manchas positi- 

vas en + 4. Por lo tanto, se procedi6 a extraer la hormona, cortando la

hoja desde + 0. 5 hasta - 1. 5. Después se concentr6 hasta 500 pl. 

7) Como siguiente paso se procedi6 a correr la muestra en electro- 

foresis analrticas a distintos pH ( 1 . 8, 3. 5, 6. 0 y 10. 0) para ver el grado

de puríficaci6n alcanzado. En cada tira simple de papel se aplicaron 5 y¡ 

del extracto obtenido de plí 10. 0. También se corri6 un patr6n de glicina. 

I) Electroforesis analrtica a pH 1. 8.- Como se observa en la

figura ( 20 ), apareci6 una mancha cloro ninhidrina ) y Pauly ( - ) 

en el origen; y otra Pauly (—,), ninhidrina y cloro en - 12. La glí- 

cína apareci6 en - 7. 

11) Electroforesis analrtica a pH 3. 5.- La figura ( 21 ) mues- 

tra una mancha cloro Pauly ( - ), ninhidrina ( - ) en - I; y una man- 

cha Pauly (+), cloro ninhidrina ( - ) en - 7. la glicina apareci6 en



77 - 

9 9 9 9

Glic 1 m a Ninhidrina Po u ¡ y CI o f ri
Ninhidrína

Figura ( 20 ) Electroforesis anairtica a pH 1. 8 M extructo obtenido

a pH 110. 0. Tira -z de papel Whatrnan de 6 x 31 cm; 450 v; 
80 min; amortiguador: ác. f6rmico - ác. acético glacial : 

agua, ( 1: 445, Y/ v/ Y). 
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D

G e @ ( D
Glicino Ni n hidrino Pauly C ¡ oro

N i n h i drina

Figura ( 21 ).- Electroforesis ancirtica a pH 3. 5 del extracto obtenido

a pH 10. 0. Tiras de papel Whatman de 6 x 31 cm; 450 v; 

80 min; amortiguador: piridína - 6c. acético glacial : agua, 

1: 10:89, v/ v/ v). 
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111) Electroforesis anairtica a PH 6. 0.~ Como se puede obser- 

var en la figura ( 22 ), en esta electroforesis se vi6 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 anairtica a pH 10. 0.- En este caso se obtuvo

una mancha cloro ( 4_ ), ninhidrina ( - ) , Pauly ( +) en el origen, tal como

se muestra en 1c figura ( 23 ). La glicina se movi6 hacia 4. 

Estas pruebas nos indicaron que existra todavra un pequerio contami- 

nante Pauly (-+-) que probablemente se introdujo en la electroforesis a PH

10. 0. Para comprobar esta hip6tesis se tiñ6 una tira de papel que no con- 

teRra muestra alguna, utilizada como blanco en la electroforesis, y efec- 

tivamente apareci6 una mancha Pauly ( 4_) en el origen. Adem6s, por su

migraci6n 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 decidi6 pasar la muestra por la

columna de Sephadex G- 25 fino, con el fin de que ese contaminante ( si

efectivamente tenra bajo peso molecular) se separara de la hormona. 

Las condiciones de la columna fueron las siguientes. Dimensiones: 
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1) 1) ( 9 ( 9
Gl i e  n a W nh i drina Pauly Cloro

N in hi dri no

Figura ( 22 ), Electroforesis analrtica a plí 6. 0 M extracto obtenido
de pH 10. 0. Tiras de papel Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 
450 v; 80 min; amortiguador: piridina : 6c. acético gla- 

cial : agua, ( 46: 4: 950, v/ v/ v). 
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G 1 i c i n a Ninhidrina Pauly Cloro
Nin hidrina

Figura ( 23 ) Electroforesis ancirtica a pH 10. 0 M extracto obtenido
de la electroforesis preparativo de plí 10. 0. Tiras de papel
Whatman 3 MM de 6 x 31 cm; 450 volts; 80 min; amorti- 
guador: carbonato de amonio 0. 1 M a'justado a pH 10. 0
con amonroco. 



WMM

1. 9 x 108 cm; volumen total M lecho: 306 mi; flujo: 16 ml/ h; volumen

de cada fracci6n: 5 mi. 

Se diluy6 la muestra a 1 mi y se aplic6 a la columna, se lav6

con 4 mi de agua y una vez que penetraron éstos, se empez6 a graficar

y recolectar. Como en los casos anteriores, en esta ocasi6n también se

eluy6 con agua. 

Como se puede observar en la figura ( 24 ), no hubo ninguna ub- 

sorbencia a 254 nm. Por lo tanto, para saber en donde qued6 la hormona

después de la cromatografra, se procedi6 a leer la absorbencia de las frac- 

cíones a 206 nm, que es la zona en donde absorbe la uni6n peptrdica. Se

encontr6 un pico de absorbencia en las fracciones 50 - 60. 

Se reunieron estas fracciones y se concentraron en el evaporador

rotatorio hasta un volumen final de 1 mi. 

9) Nuevamente, se hizo una electroforesis anairtica a plí 1. 8 y se

tiñeron las tiras por los tres métodos. En esta ocasi6n, tal como se mues- 

tra en la figura ( 25 ), s6lo apareci6 una mancha cloro (+ ), ninhidrina

y Pauly ( - ) en el origen. Con esto comprobamos que el contaminante

Pauly (. 4.) habra sido eliminado. 

Después de este paso, conciurmos que cuando menos a un nivel ma- 

crosc6píco, la hormona neurodepresora se encontraba pura. Sin embargo, 

habra que demostrarlo y asegurarse de que sr era. 
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Figura ( 24 ), Cromatografra en Sephadex G- 25 fino M extracto obtenido de pH 10. 0. 
Dimensiones: 1. 9 x 108 cm; volumen total M lecho: 306 mi; flujo. 16 mi/ h; va- 
lumen de cada fracci6n: 5 mi. la zona sombreada corresponde a las fracciones que
presentaron actividad neurodepresora. 
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Figura ( 25 ).- Electroforesis a pH I. E

cromatografra en Sephodex

Whatmon 3 MM de 3 x 31
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cm; 450 v; 80 min; amorti- 

acético : agua, ( 1: 4: 45, 
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e) DEMCSTRACIONES DE PUREZA.- 

El ectroforesis y cromatografra ascendente en copa M gada.- 

Las rondí ciones utilizados para esia técnica est6n descritas en la secci6n

anterLir ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 34) . Se apl ic6 la mues- 

tra ( 5 y¡ ) a la pl aca de cel u¡ osa y se satur6 con 1 a. sol ucí6n aniorti- 

9ii  ' j!- a de ác. f6r mí co : 6c. acéti co 91 aci a¡ : agua, ( 1 . 4: 45, v/ v/ v), 

ffl i , 3. Se cor ríó la el ectrof ores ¡s. Después de s ecar 1 a pl aca, se co- 

rrí6 una cromatografra ascendente en otra dimer-si6n, bajo los condicíc>- 

nes ya descritas. Al finalizar ésta se sec6 la placa y se tíñ6 por el

método de¡ cloro.. Como se puede observar en la figura ( 26 ) , apare- 

ci 6 una mancha pos i tiva en el centro de la pl oca y una m6s en el ex- 

tremo izquierdo, de¡ lado de¡ polo negativo. 

Con el fi -n de investigar si esta segurda mancha se debra a cor- 

taminaci6n de la soluci6n amortiguadora, se hizo un experimento en idén- 

ticas condiciones que el anierior, perosin poner muestra, es decir se co- 

rri6 un blanco. Después de teñir con cloro apareci6 una mancha positiva

en la misma posici6n que en el experimento anterior. Este experimento

nos mostr6 que la mancha que se encontraba en el extremo izquierdo de

la placa era un contaminante de¡ sís~ a y no de la muestra de hormona. 

La figura ( 27 ) muestra unesquemo de este resultado. 

Entonces, los resultados de esta prueba mostraron que se obtuvo

una sola mancha correspondiente a la HND, con las. siguientes caracte- 

ri s̀ticas : 
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Figura ( 26 ).- An6lisis electroforético y cromatogr6fico de la HND en
capa delgada. Placas de celulosa MN 300, de 250 mieros

de espesor, de 20 x 20 cm. Electroforesis: 500 v; 45 min; 

amortiguador: 6c. f6rmico : dc. acético : agua, ( 1: 4: 45, 

v/ V/ V). Cromatografra ascendente: colocando la misma

placa a 90 grados con respecto a la electroforesis. Sol- 

vente: n - butanol : 6c. acético : agua, ( 4: 1: 5, v/ v/ v) uti- 

lizando la parte superior. Tiempo de an6lisis: 2 horas. 

Cantidad de muestra aplicada: 5
y¡. 

Revelada con cloro. 
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Figura ( 27 ).- An6lisis electroforético y cromatogr6fico 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: ác. f6rmico : 6c. acético : agua, ( 1: 4: 45, 
v/ v/ v). Cromatografra ascendente: colocando la misma placa
a 90 grados con respecto a la electroforesis; solvente: n - buta- 
no¡ : 6c. acético : agua, ( 4: 1: 5, v/ y/ v) utilizando la fase
superior. - Tiempo de un6lisis: 2 horas. Muestra: no se puso. 
Revelado con cloro. 



Movi Ii dad el ectroforét ica: 7 mm hacia el poi o negativo a

partir del or i gen. 

Movi 1 ¡ dad cromatogr6fica.- 6. 5 cm

Distancia recorrida por el solvente: 12. 6 cm

Rf cromatogr6fico. 0. 515

2) Dansilaci6n.- Como otro criteric de pureza se realiz6 una

donsilaci6n ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 37) de20? I de! ex- 

tracto purificado de HND. Como control positivo se dansil6 1 y¡ de ala - 

ni na 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 habra determinado que ésta se encontraba bloqueada en ambos

extremos ( 18 ) . Esto signi fíca que no existe un grupo - NH2 t ermi nal

susceptible de reaccionar con el cloruro de donsilo. Por lo tanto, si

la hormona neurodepresora de Penaeus vannamei posera la misma caracte- 

rrstica, entonces nodeberra dansilarse; y si exi, tra algón aminoácido con-- 

taminante, éste deberra formar un producto dansilado que se podrra ob- 

servar por este método. 

En la figura ( 28 ) se muestran los resultados de este experimen- 

to. Como se puede apreciar, en la placa que contenra HND s6lo apare- 

cieron los subproductos caracteristicos de la dansi 1 aci 6n, es decir D NS - OH

y DNS- NH2, al igual que en el blanco de reactivos ( control negativo) . 

Por su parte, el rontrol positivo revel6 la presencia de DNS - CH, DNS -.NH 2
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Figura ( 28 ).- An6lisis por dansilaci6n de la pureza de¡ extracto de HND. 

A) Control negativo: blanco de reactívos. B) Control positivo: 

dansilaci6n de 1 pl de alanina 0. 05 M. C) Dansilaci6n de

20pl de la soluci6n de HND. Microcromatografras en placas

de políamida, 3 x 3, cm. la. dimensi6n: agua : 6c. f6rmico, 

100-3, v/ v). 2a. dimensi6n: benceno: 6c. acético, ( 9: 1, y/ v). 

3a. dimensi6n: acetato de etilo : metano¡ : 6c. acético, ( 20: 1: 1, 

v/ V) - 



y D NS - Ala en su pos icí 6n caracterrstíca de acuerdo a la mezcla de sol- 

ventes empleados en las rnic,-ocromnt(-,grafrri. 

Así` pues, este experimento mostr6 que nu j:-,ístra ningón amino6cí- 

do contaminante en la muestra de H111D. 

3) Cromatografra ascendente unidírnensíonal - En esta técnica, 

descritr- en la secci6n anterior ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 35), 

se utilizaron 5 PI de la soluci6n de HND. Después de teñir con el mé- 

todo de¡ cloro se obtuvo el res u¡ todo que se observa en la figura ( 29

una sola mancha con las caracterrsticas que abajo se mencionan. 

Movilidad cromatoar6fica: 7. 75 cm

Distancia recorrida por el solvente: 15 cm

Rf cromatogr6fico: 0. 576

4) El ectroforesis y. cr omatografra descendente en papel .- Esta téc- 

nica ( ver MATERIALES Y METCDC5, paq. 36) se utiliz6 también para

determinar el estado de pureza de la HND. 

El resultado se muestra en la figura ( 30 Esie experirriento di6

los datos aue a continuaci6n se señal an. 

Movilidad electroforética, 9 mm hacía el polo negativo. 

Movilidad cromotogr6fica- 9 cm

Distancia recorrida por el solvente: 20 cm

Rf cromatogr6fico: 0. 45
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Figura ( 29 ).- Cromatografra ascendente unidimensional de 5 ) u¡ de HND. 

Placa de celulosa MN 300, de 250 micras de espesor, de

20 x 20 cm; solvente: n -butanol : 6c. arético : agua, ( 4: 1: 5, 

v/ v/ v) utilizando Onicamente la fase superior. Se deí6 correr

el frente de¡ solvente 15 cm a partir M punto de aplicaci6n. 

Revelado con cloro. 
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Figurt, ( 30 ).- Electroforesis y cromatagrafra descendente en papel de
5pl de la soluci6n de HND. Electroforesis: hojas de papel

Matman 3 MM de 29 x 31 cm; 450 v; 80 min; arnortigua- 
dar: carbonato de amonio 0. 1 M ajustado a pH 10. 0 con
amonraco. Cromatografra: colocando Ic- hoja a 90 grados con
respecto a la electroforesis; solvente: n -butanol : 6c. acético

agua, ( 4: 1: 5, v/ v/ v) s6lo la fase superior. Se dej6 correr
el frente M solvente 20 cm . Revelado con cloro. 
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5) Electroforesis de alto voltaje.- Las condiciones de este expe- 

rimente se mencionaron anteriormente ( ver MATERIALES Y METCDOS, Pag. 

30). Debido al voltaje emplecdo en esta técnica, cualquier partrcula con

carga, por pequeña que ésta sea, es atrarda hacia los polos, y por lo tan- 

to se puede obtener la separaci6n de los integrantes de una mezcla. 

Tal como se observa en la figura ( 31 ), este experimento mostr6

la presencia de una sola mancha en el centrmetro - 3. Este corrimiento de

la muestra puede explicarse por el fen6meno de electroend6smosis, ya que

durante el procedimiento de purificaci6n por métodos electroforéticos nos

habramos percatado que la HND es una molécula eléctricomente neutra. 

Asr pues, después de 1 levar c cabo todas estas demostraciones de

pureza, pudimos concluir que la soluci6n de hormona neurodepresora se en- 

contraba razonablemente pura y que el método escogido para su purifica- 

ci6n !-,abra logrado su objetivo. 

d) CARACTERIZACI ON. - 

1) Determinaci6n aproximada de peso molecular.- Las caracterrsti- 

cas de la columna de Sephadex G- 15 que se utiliz6 para la determinaci6n

de peso molecular de la HND, con la ayuda de los patrones cianocobala- 

mina y LH- RH ( 3H) fueron las que a continuaci6n se mencionan. Dimensio- 

nes: 1. 9 x 117 cm; volumen total de¡ lecho: 331 mi; flujo: 12 mi// h; vol u - 

men de cada fracci6n: 5 mi. 



Figura ( 31

94 - 

N

76 e m

9
Electroforesis de alto voltaje a pH 6.- 0 de 5 pl de la so- 

luci6n de HND. Tira de papel Wlatman de 27 x 76 cm; 

4500 v; 60 min; amortiguador: piridina : 6c. acético : agua, 

46: 4: 950, v/ v/ v) pH 6. 0. 
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La gr6fica que muestra la corrida de cianocobolamina se observa

en la figura ( 32 ) . El volumen de eluci6n de la m6xima concentraci6n

de Vit 1312 fue de 212 mi. 

Por lo que respecta a la corrida de LH- RH ( 3H), para determinar

en qué fracci6n se encontraba el péptido radiactivo, se procedi6 a contar

la radiactividad de las distintas fracciones en un espectr6metro de cente- 

lleo Irquido, tal como se mencion6 anteriormente ( ver MATERIALES Y ME - 

TODOS, pag. 40). En la figura ( 33 ) se observa la gr6fica que muestra

los resultados de este experimento. 

Como se puede apreciar, el pico más alto de radiactividad se en- 

cuentra en las fracciones 55 - 56, correspondiendo a un volumen de el?- 

cí6n de 270 mi. 

La interpolabi6n de ambos volúmenes de eluci6n en la gr6fica

donde se corri6 el extracto de HND en Sephaclex 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 conciurmos que nuestra hormona tiene un peso

molecular aproximado de 1200 daltones. 

2) Determinaci6n de actividad de la tripsina.- La actividad trrpti- 

ca sobre un iustrato artificial fue determinada en la forma que se describi6

previamente ( ver MATERIALES Y METCDOS, pag. 41). 
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Figura ( 32 ), Cromatografra en Sephadex G- 15 de 20 m9 de cianocobolamina. Dimer>- 

siones, 1. 9 x 117 cm; volumen total del leci o: 331 mi; flujo, 12 mi/ h; volumen de
cada fracci6n: 5 mi. 
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Figura ( 33 ), Cromatografra en Sephadex G- 15 d, lOpl de LH- RH ( 3H). Dimensiones: 

1. 9 x 117 cm; volumen total M lecho: 331 mi; flujo: 12 mi/*h; volumen de cada
fracci6n: 5 mi. 

I



E

inN
F_ 

0

a< 

0 20 30 40 50 60

FRACCION

Figura ( 34 ).~ Interpolación de las volómenes de eluci6n de ciar»coba lamina y
LH- RH OH) en Sephadex G- 15, en el volumen de cluci6n de la HND, - 
también ón Sephodex G- 15. Dimensiones: 1. 9 x 117 cm; volumen total de¡ 

lecho: 3J] mi; flujo: 12 mi/ h. La zona sombreado corresporde a las frac- 

ciones qUe presentaron actividad de HND., 
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En la figura ( 35 ) se puede observar la gr6fica de las lecturas

obtenidas a 253 nm. Este experimento demostr6 que la tripsina DCC sr

Funcionaba cuando se ! e ponra un sustrato artificial. 

Por lo que respecta a la actividad de latripsina frente a un sustra- 

to natural, tal como lo es la hemoglobiría bovina, ( Ver MATERIALES Y

METODC—S, pag. 42), en la figura ( 36 ) se puede observar un esquerna

de las " huellas digitales" obtenidas para esa proterna. Como se puede apre- 

ciar aparecieron 20 manchas sensibles a la finci6n con ninhidrina, corres- 

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

terna original. 

3) Digestiones enzim6ticas.- 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 biol6gica

1 5 pf HND * 

3 01 tripsina DCC 1% 

2 5 yl FIND

3 yl tripsina DCC 1% 

3 5 PI HND

3 P soluci6n amortiguadora + 
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Figura ( 35 ), Determinaci6n de actividad de la tripsina sobre BAEE. 

Enzima: tripsina DCC en HCI 1 mM ( 1 - 2 ug/ IOC l); 
Sustrato: o,- N- benzoil- arginil- etii- éster- HCI 0. 01 K - 
Amortiguador: Tris - HO 0. 046 M, C' C' 2 0. 0115 M, pH 7. 6
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Figura ( 36 ).- Determínaci6n de la actividad de la tripsina sobre la hemo- 
globina bovina por medio de " huelics digítales". Sustrato. he- 

moglobina bovina al 2% des natural izado. Enzima- tripsina DCC

al 0. 5% en HCI 1 mM. Electroforesis: hoía de papel Matman
3 MM de 29 x 31 cm; 500 v; 150 miq; amortiguador. píridína
sc. acético : agua, ( 10: 0. 4,-90, v/ v/ v) pH 6. 4. Cromatograffa: 

a 90 grados con respecto a la electroforesis; solvente- n -butanol: 
6c. acético : agua, ( 4: 1: 5, v/ v/ v) ( fme superior). Tinci6n con

ninhidrirxi. 
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Tubo Actividad biol6gica

4 3 y¡ tripsina DCC 1% inactivada

5 ? 1 HND

correspondientes a 20 tallos oculares

2o. experimento

A 5 1 HND

3 1 quimotripsina tipo H 1% 

B 5 1 HND

3 ) u 1 quimotripsina tipo 11 T% 

C 5 ? 1 HND

3 Pl soluci6n amortiguadora ( + ) 

D 3 l quimotripsina 1% inactivada

5 ¡ Y 1 HND

3er. experimento

1 5 ul HND

3 y¡ pronasa, grado B 1% 
11 5 y¡ HND

3 ? l pronasa, grado B 1% 

5 Y1 HND

3 il soluci6n amortiguadora ( r) 

1 V 3 u¡ pronasa 1% inactivado

5pl HND
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Tubo

4o. experimento

1 5 pl H ND

3 y¡ inhibidor de tripsína 1% 

2 5 y¡ HND
3 pl inhibidor de tripsina 1% 

3 5 y¡ HND
3 pl soluci6n amortiguadora

Actividad biol6gíca

Para proseguir con el an6lisis de la HND, ahora por medio de la

técnica de dansilaci6n, se procedi6 a dansilar, uno por uno, a los síguien- 

les amino6cidos: Leu, Pro, Va¡, ¡ le, Ala, Glu, Gln, Asp, Asn, Ser, Thr, 

His, Lys, Phe, Met, Gly, Arg con el fin de tenerlos como patrones de

identificaci6n. En la figura ( 37 ) se puede observar un mapa general de

la pjs¡!- i6n en que eromatografran estos amino6cidos. Las cromatografras

se realizaron por el sistema de dos dimensiones ( ver MATERIALES Y ME - 

TODOS, pag. 46). 

4) Determínací6n de la composíci6n de amínoácidos.- Como se

mencíon6 previamente ( ver MATERIALES Y METCDOS, pag. 45), la com- 

posící6n de amino6cidos de la hormona neurodepresora se determin6 por

medio de hidr6lisis y dansilaci6n, probando antes el método con un contiol
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Figura ( 37 ).- Mapa general de DNS- amino6cidos. 1) Histidina, 2) Argi- 
nina, 3) Ac. Glut6mico, 4) DNS - CH, 5) Ac. Aspártico, 
6) Glutamina, 7) Glicina, 8) DNS- NH2, 9) Asparagina, 10) 

Treonina, 11) Alanina, 12) Prolina, 13) Valina, 14) Fenilalo- 

nína, 15) Leucina e Isoleucina, 16) Serina, 17) Metionina, 
18) Lisina. Cromatografra en placas de poliamida ( 3 x 3 cm); 
la. dimensi6n: dc. f6rmico : agua, ( 1. 5: 100, v/ v); 2a. di- 
mensi6n.- ]- butano¡ : heptano : dc. acético, ( 3: 11, v/ v/ v). 



3116M

conocido. 

Los resultados de la hidr6lisis y donsílori6n del péptido S dv,, la

ribonuciensa se observan en la figura ( 38 ) . Como se puede apreciar se

observan, adem6s de los contaminontes DNS - OH y DNS- NH2, lo man- 

chas correspondientes a los DNS- amino6cídos siguientes. Lys, Glu, Thr, 

Ala, Phe, Arg, His, Met, Asp, Ser, y tres contaminantes no identifi- 

cados . 

Para la H ND, se tomaron 80 pl y se tratei ctn de acuerdo a la me- 

todologra ya descrito. El resultado aparece en la figura ( 39 ). los

DNS- amino6cídos que se observaron fueron los siguientes.- Pro, Va¡, Leu, 

lie., Gly, Thr, Glu, Ser, Ala, Lys (?). 



IQ

29

SEEM

0
D 2

C) 
0 0 4
3 13

7 7 8 14

0
9

0
0 lo

12

Figura ( 38 ).- Hidr6lísis y dansilaci6n del péptído 5 de la ribonucleasa. 
Cromatografta en placa de políamida ( 3 x 3 cm); la. dimer>= 

si6n: 6c. f6rmico : agua, ( 1. 5: 100, v/ v); 2a. dimensi6n. 

butano¡ : heptano : 6c. acétíco, ( 3: 3. 1, Y/ v/ v). 

IN DNS - His, 2) DNS- Ar9, 3) DNS- Giu, 4) DNS - Thr, 5) DNS - 
CH, 6) DNS - Asp, 7) DNS- NH2, 8) DNS -Ala, 9) DNS - Phe, 

70) DNS - Met, 11) DMS- Ser, 12) DNS - Lys, 13).- 14) y 15) 
contamínantes no ídentíficados. 
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Hidr6lisis y dansilaci6n de SOpl de la soluci6n de HND. 
Cromatografra en placa de poliamida ( 3 x 3 cm); la. dimen- 
si6n. 6c. f6rrnico : agua, ( 1. 5: 100, y/ v); 2u. dimerisi6n: 

butano¡ : heptano : 6c. acético, ( 3: 11, v/ v/ Y). 

1) DNS - Glu, 2) DNS- rhr, 3) DNS - CH, 4) DNS—Gy, 
5) DNS- NH2, 6) DNS - Ala, 7) DNS - Pro,, 8) DNS - Val, 

9) DNS - Leu y DNS- lle,. 10) DNS - Ser, 11) DNS - Lys (?), 
12), 13) y 14) contaminantes no identificados. 
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DISCUSICN

El interés pri-nordial de esta investigací6n fue el aislamiento, pu- 

rificaci6n y caracterizaci6n de una hormona neurodepresora que se local¡- 

za principalmente en la glándula sinusal de los tallos oculares de¡ cama- 

r6n Penaeus vannamei ( Boone). 

Desde 1941, Roberts ( 27 ) y Schallek ( 28 ) supusieron la existen- 

cia en los crustáceos de alguno sustancio con esta propiedad. 

En 7974, los doctores Huberman, Aréchiga y Naylor describieron

el hallazgo de esta act; vidad neurodepresora en el cangrejo Carcinus mae- 

nas ( L.) ( 29 ), y demostraron que se trataba de una hormona peptrdica, 

de bojo peso molecular y termoestable. 



Más tarde, en nuestro laboratorio se logr6 el aislamíentío, purifí- 

caci6n ( 13 ) y caracterizaci6n ( 18 ) de una hormona neurodepresora de

la glándula sinusal de¡ acocil mexicano Procombarus bouvieri ( 7 ). Di- 

cha hormona presenta las siguientes caracterrsticas: 

Es una molécula de naturaleza peptrdica, termoestable, dializable y

por lo tanto de bajo peso molecular, sensible a la digesti6n con tripsina, 

es neutro a cualquier pH cuando se le aplica un campo eléctrico, se , n- 

cuentra bloqueada tanto en el extremo - NH2 corno en el - COCH, proba- 

blemente con una estructura crclica. Tiene la siguiente composici6n pr,>- 

bable de amino6cidos. Gin, Asa, His, Gly, Ala, Pro, Va¡, Leu, ¡ le, Se - 

y Thr, con un peso molecular aproximado de entre 1000 y 1500 doltones. 

Por otra parte, también se ha demostrado que esta sustancia se

comporta como una hormona, pues se la ha localizado en la hemolin.fa

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

readiona, pues se ha descríto una mayor concentraci6n durante el dra y

una concentrací6n menor durante la noche en la hemolinfa de¡ acocil ( 31

Otras evidencias sugieren que también se trata de una molécula que modula

la excitabilidad neuronal a lo largo de¡ nict6mero ( 32 ). 

Sin embargo, como se mencion6 previamente ( ver INTRODUCCION, 

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

chas dificultades para trabajaria, debido principalmente a la baja concen- 

traci6n de HND en los tallos oculares de este animal ( aproximadamente

10 ng/ tallo) y a la escasez de¡ crust6ceo. 



Se pens6, en nuestro laboratorio, que la HND era una molécula

que, por sus importantes caracterrsticas fisiol6gicas, debra encontrarse en

otras especies relativamente cercanos en la evoluci6n, y que por ello

deberra encontrarse en otros crust6ceos dec6podos. Aunque el acocil

Procambarus bouvieri es un crust6ceo de aguas continentales, se intent6

identificar la misma actividad neurodepresora en crust6ceos dec6podos ma- 

rinos, y se logr6 tener éxito al hallar actividad de HND en Penaeus va- 

rina, neí, Penaeus californiensis, Machrobrachium americanus, Panulirus sp., 

y Calinectes sepidus. 

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

pecies comerciales, que se pueden conseguir f6cílmente y en abundancia

en las costas mexicanos M Océano Pacrfico. 

En nuestro caso, se logr6 encontrar un método r6pido, 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 veran obstacu- 

lizados Por los problemas que presenta Procambarus bouvieri. 

Tal como se ha hecho con otras hormonas neurosecretadas de crus- 

t6ceos ( 4, 5, 6, ), se escogi6 un método de purificaci6n que combina téc- 

nicas de filtraci6n en gel y técnicas electroforéticas. Anteriormente, para

purificar la HND del acocil se habran escogido Gnicamente métodos electro 

foréticos ( 13 ), los cuales, aunque alcanzaban el objetivo planeado, no

permitran trabajar con grandes cantidades de materia prima, y por lo tanto



el rendimiento final obtenido era muy limitado. Adem6s, dicho procedi- 

miento resulta más lento, más laborioso y más ccro -cuando se quiere pu- 

rificar mucho material, que el que se propone en este trabajo. 

Para poder iden'. ificar la actividad neurodepresora en las distintas

fracciones obtenidas de las diferentes cromatografras utilizadas, nos vuli- 

nos de la técnica de! bioensayo. En este punto, hay que hacer notar la

importancia de que exista un cruzamiento fisioI6gíco entre la actividad

de la HND de Penaeus vannamei y el receptor neurona¡ de esta hormona

en Procambarus bouvieri, que fue el que nos di6 la posibilidad de seguir- 

le la pista a la hormona a lo largo de la purificaci6n y que nos hizo pensar

que estábamos en presencia de una molécula muy similar a la descrita pa- 

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

detectar la mismo actividad neurodepresora en otros crustáceos dec6podos

marinos, lo que nos abre un gran horizonte para la realizaci6n de un estu- 

dio evolutivo con respecto a la hormona neurodepresora, a través de un

gran número de especies, separadas, unas de otras, por millones de años

en la escala biol6gica, 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 inactivaci6n de las enzimas proteoirticas por medio

de¡ calentamiento y enfriamiento rápidos, para impedir la degradaci6n

del péptido en estudio. 

8.- La formaci6n de polvos de acetona mostr6 ser un método

efectivo para evitar pérdida de hormona que pudiera estar englobada por

I rpidos. 

C.- La extracci6n adecuada de¡ péptido utilizando agua, 

aprovechando sus caracterrsticas hidrofflicas. 

D.- El paso de la di6lisis es muy importante, pues de su

buena realizací6n depender6 la recuperaci6n de hormona en el extracto

crudo

E.- El método de concentraci6n utilizado mostr6 ser igualmen- 

te efectivo que la liofilizaci6n, pero mucho más r6pido y m6s econ6mico. 

Con respecto al procedimiento de purificaci6n se puede hacer no- 

tar lo siguiente: 

A.- La filtrací6n en gel permite la aplicaci6n de volúmenes

relativamente grandes en una columna, y la separaci6n de los componentes

de una mezcla de acuerdo a su tamailo molecular. Por lo tanto, se pueden

procesar por este método extractos 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 aprovech6 la caracterrstica hid, omica de la hormona
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parc, elurria con agua en todas las cromatc>grcif<is utilizadas. 

C. Como se puede observar en la sección de RESULTADCIS

ver pag. 53 y 60), aparentemente no se nota disminución del patrón de

mar,ci-,as entre el extracto crudo y el extracto -obtenido de lía primera crc- 

matografra en Sephaclex G- 25 fino, sin embargo debe mencionarse que la

ni,,. --,.:!dad de las manchas disminuyó, y que par lo tanto la concentraci6n

re!(-,,,, cí de los contaminantes fue menor - n el extracto obtenido de esta

c romatograf ra. 

D. En el caso de la segunda cromatografra en Sephadex G- 25

fino se pudo wnreciar que aderni5s de disminuir la concentración de los con- 

tamínantes, también fue menor el número de éstos al hacerse el an6lisis

electroforético. 

E.- Por lo que respecta a la cromatografra en Sephaclex G~ 15

se pudo observar una resolución cromatogr6fica muy grande ( ver figuras 12

y 13) que mostró la presencia de varios picos correspondíentes a muchos

contaminantes y de donde se pudo obtener la actividad neurode:I?resora con

un número menor de contaminantes, tanto en cantidad como en concentra- 

ci6n. 

Con los resultados de esta cromatografra tal vez podrra pensarse

que no son necesarias las dos cromatografras anteriores, pues es en Sepho- 

dex G- 15 donde se nota una disminución importante de los manchas con

respecto al extracto crudo. Sin embargo, la resolución obtenido en este

paso no se hubiera logrado si se hubiera colocado el extracto crudo direc- 



114 - 

tamente en esta columna, pues es tonto la cantidad de proternos y con—- 

taminontes que tiene éste último, que los picos seguramente se hubieran

imbricodo y la separaci6n no hubiera sido tan bueno. 

F.- Debido a que el extracto obtenido de Sephade> G- 15

se encontraba bastante disminurdo en la concentraci6n de contaminantes

y a que se le pudo concentrar husta un volumen muy pequeño, se deci- 

dí6 cambiar de táctica y, aprovechando el conocimiento que se tenra so- 

bre el comportamiento electroforático de la hormona, se utiliz6 la elec- 

troforesis de mediano voltaje en papel para finalizar la purificaci6n de

la HND. 

G.- Se utilizaron solventes volátiles para evitar la forma- 

ci6n de soles que pudieran afectar los ensayos biol6gicos por acci6n di- 

recto sobre las neuronos del acocil. 

H.- El método de extracci6n M papel mostr6 ser igualmente

efectivo que el utilizado por Cimet, A. ( 13 ), pero con las ventajas de

ser más rápido y de no dejar pelusa. 

1.- El último poso de purificaci6n, es decir la cromatografra

en Sephadex C- 25 fino, después de la utilizaci6n de méfodos electroforé- 

ticos, mostr6 ser muy adecuado para la eliminaci6n de aminoácidos libres

que se introducen como contaminantes con el uso de algunos reactivos co- 

mercíales durante las electroforesis ( 33 ). 

J.- Las diferentes técnicas utilizados como criterios de pureza

de la hormona, revelaron 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 Penceus vannamei. 

Por lo que respecta a la caracterización de esta molécula, se ob- 

tuvieron datos para señalar lo siguiente- 

A.- Se trata de una molécula termoestable, puesto que re- 

siste el calentamiento a 800, durante 3 minutos, sin perder su actividad

biológica. 

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 peptrdicos. Adem6s, para apoyar la sugerencia de

que la HND contiene enlaces peptrdicos, se encuentra el hecho de que

cuando se la trata con pronasa ( mezcla de enzimas proteoirticas de Strep- 

tomyces griseu4 la hormona pierde por completo sus caracterrsticas biol6 

gicas. 

C.- la hormona neurodepresora de Penceus vannamei tiene

un peso molecular aproximado de 1200 daltones, de acuerdo a la compa- 

ración que se hizo con patrones de peso molecular conocido, por medio

de la técnica de filtración en gel, en donde la HND se situó 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, ser6 conocido con certeza

cuando se determine la estructura y secuencia de amino6cidos de la molé- 

cula. 
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D.- Se trata de una molécula sensible a las digestiones

con tripsina, químotripsina y pronasa. Por estas caracterrstícas, se pueden

utilizar estas enzimas con el fin de conocer la estructura y la secuencia

M péptido, empl6andolas como herramientas para dividir a la molécula

en péptidos más pequeños que se puedan secuenciar por diversas técnicas

que incluyen, entre otras: degradaci6n de Edrnan, tratamiento con carboxi- 

peptidasas A, B o Y, tratamiento con aminopeptidasas, determinaciones de

grupo amino termina¡, etc. 

Además, la hormona neurodepresora pierde sus caracterrsticas bio- 

16gicas cuando se la incuba en presencia M inhibidor de la tripsina ( de

soya ). Este ha sido un hallazgo casual cuyo significado y mecanismo se

encuentran bajo investigaci6n en nuestro laboratorio. 

E.- De acuerdo a las tinciones efectuadas tenemos que la

HND es una molécula cloro (- t ), ninhidrina ( - ) y Pauly ( - ). El que

sen cloro (+) está indicando que existen uniones C - N, las cuales presu- 

miblemente se deben a enlaces peptrdicos. Por lo que respecta a la carac- 

terrstica de que sea ninhidrina negativa, ésta nos habla de que no existe

un grupo - NH 2 termina¡ libre,. sino que se encuentra bloqueado. Por úl- 

timo, el resultado negativo de la tínci6n de Pauly nos indica que no exis- 

ten ni histidina ni firosina, como aminoácidos integrantes de¡ péptido. 

F.- De acuerdo a su comportamiento electroforético, se ob- 

serva que la hormona neurodepresora carece de cargas, es decir, se tra- 

to de una molécula neutra, que por lo tanto carece de amino6cidos car- 
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gados y que adem6s se encuentra bloquead,a en ambos extremos terminales. 

El bloqueo de¡ grupo amino se confirma por su negatividad a la ninhidri- 

no y adem6s por la falta de movilidad electroforétíca a pH 6cído. En

cuanto al bloqueo del grupo carboxílc, éste se infiere por la carencia

de movilidad electroforética a pH alcalino. 

En la naturaleza, se conocen varios tipos de bloqueo para proter- 

nas y péptidos; para el grupo amino suelen existir bloqueadores org6nicos

del tipo de un grupo acetilo o formilo unidos al - NH2 terminal; otro tipo

de bloqueo se lleva a cabo por medio de un grupo piroglut6mico, el cual

se forma por la ciclizaci6n M 6cido glut6mico que se encuentra en la

posici6n amino terminal. 

Por lo que respecto al extremo carboxilo termina¡, un tipo de blo- 

queo muy frecuente se lleva a cabo con la formaci6n de la amida del gru- 

po carboxilo M residuo de amino6cido - CCCH termina]. 

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

crclico, en el cual no existcn grupos ni - NH
2

ni - COOH terminaL

G.- Para conocer la composici6n de amino6cidos M péptido

se recurri6 a una microtécnica como lo es la dansilaCi6n posterior a una

hidr6lisis 6cida; este método es muy sensible para trabajar con cantidades

pequeñas de material ( 1 - 10 nanomolas). Esta técnica puede aumentar su

sensibilidad alrededor de 1000 veces si se utiliza como reactivo DNS -Cl

radiactivo ( 34 ). 
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El resultado de este experimento fue un mapa de 9 amino6cidos, 

que fueron los siguientes: Pro, Va¡, Leu, 1 le, Gly,' Thr, Glu, Ser, Ala; 

Lys

El 6cido glut6mico debe encontrarse como glutamina, puesto que

el péptido nativo carece de carga. Su aparici6n como 6cido glut6mico se

debe a la hidr6lisis ácida. 

En este experimento se obtuvieron datos únicamente cualitativos y

por lo tanto, de aqur no se puede inferir cu6ntos residuos existen de cada

especie. 

H.- Fíáol6gícamente, en las neuronas M acocil, la hormona

neurodepresora de Penacus vannamei presenta un 18% más de actividad en

relaci6n a la misma cantídad de tallos oculares provenientes de Procam- 

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

hormona por tallo en el camar6n con respecto al acocil, o bien a que el

princesa de recuperací6n fue mejor en este caso. 

1 .- Se puede mencionar que a la par con este trabajo, se

realiz6 uri.i puríficaci6n similar de hormona neurodepresora de 2000 tallos

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

miento tanto cromatogr6fico como electroforético, fue igual al que se ha

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

nes, la susceptibilidad enzim6tica y la determinaci6n de su peso molecu- 

lar aproximado. 



Estos datos, los obtenidos previamente para Procambarus bouvieri ( 13, 

18 ), y los resultados de aminogramos preliminares de ambos péptidos, rea- 

lizados en colaboraci6n con el Dr. Paul Fletcher, de la Universidad de Yale, 

en los Estados Unidos, señalan que la. hormona neurodepresora de Penacus va- 

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

Los pasos siguientes en relaci6n con este proyecto ser6n determinar la

estructura y secuencia de amínoácidos de la hormona, para luego contínuar

con su srntesis quíNica, y con ello poder ampliar su estudio a distintos ni- 

veles. 
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1 .- Se logró aislar, purificar a homogeneidad y caracterizar parcial- 

mente una hormona neurodepresora encontrada en la 916ndula sinusal de¡ ta - 

lo ocular M camarón Penaeus vannamei ( Boone) . 

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

ta de los siguientes puntos: 

a) Cbtenci6n de los tallos oculares

b) Inactivaci6n de enzimas proteoiRicas por calentamiento

c) Congelamiento

d) Trituración

e) Formación de " polvos de acetona" 

f) Extracción con agua bidestilada y desionizada

9) Centrifugaci6n



h) Concert, aci6n

i) Diálísis

í ) Concentración

3.- Se logró purificar la hormona por medio de la combinaci6n de

las técnicas de cromatografra por filtración en gel y electroforesis en papel, 

a mediano voltaje, de acuerdo al siguiente orden: 

a) Cromatografra en Sephadex G- 25 fino

b) Cromatografra en Sepínadex G- 15

c) Electroforesis a pH 10. 0

d) Electroforesis a pH 1. 8

e) Electroforesis a pH 10. 0

f) Cromatografra en Sephadex G-25 fino

En cada paso se determinó en dónde se encontraba la actividad neu- 

redepresora por medio M bioensayo, y solamente la fracci6n activa se some- 

tió al siguiente paso de purificación. 

4.- Se determ*-n6 el grado de pureza de la hormona con pruebas tales

como, 

a) Electroforesis de alto voltaje

b) Electroforesis y cromatografra descendente en papel

c) Electroforesis y cromatografra ascendente en capa delgada

d) Cromatografra ascendente unidimensional

e) Electroforesis a mediano voltaje a

1) pH 1. 8



122 - 

11) pH 3. 5

1111) pH 6. 0

IV) pH 10. 0

En todos estas pruebas se obtuvo una sola mancha cloro (+), ninhi- 

drina ( - ) y Pauly ( - ) . 

f) Dansilaci6n. No se obtuvieron manchas correspondientes a

DNS- ar. ínoácidos contaminantes. 

S.- Por los datos obtenidos en las pruebas serialadas en el punto ante- 

rior, estamos rczonablemente seguros de haber purificado a homogeneidad la

hormona neurodepresora de Penaeus vannameí. 

Otros datos obtenidos durante la realizaci6n de este estudio nos permi- 

ten concluir que: 

6.- Se trato de una molécula termoestable. 

7.- Es una molécula dializable. 

8.- Es hidrofrlica, ya que en el proceso de purificaci6n fue extrarda

y eluj'c1a de las columnas únicamente con agua. 

0.- Sé- trata de un péptido, puesto que pierde sus caracterrsticas hormo- 

ncies cuando se la trata con pronasa. 

0- Es una molécula neutra y además se encuentra bloqueada en am- 

bos extremos, puesto que no posee movilidad electroforética a ningún pl—l. 

11.- Pierde sus caracterrsticas biol6gicas 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 doltones, pues se sitúa entre la cianocobalamina ( PM 1355. 5) y LH- RH
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PM ¡ 181) cuando se cromatografra en Sephaclex G- 15. 

13.- Al dansilar los productos de la hidr6lisís 6cída de la hormona

se obtienen las siguientes manchas identificables: Pro, Va¡, Leu, ¡ le, Gly, 

Thr, Ser, Glu, Ala; en donde Glu corresponde en realidad a Gin. 

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 simílar a la hormona

neurodepresora de Procambarus bouvierí ( Ortmarin). 
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