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INTRODUCCION

La accién dé las hormonas como moduladoras de patrones conductuales se halla bien documen-
ada en muchos animales, pero en realidad poco se conoce sobre los mecanismos por los cuales es-
15 acciones moduladoras funcionan. Algunos de los pairones de conducta més conspicuos son las
tmos circadianos de actividad locomotora, que persisten aln en ausencia de informacién sensc~
al.sobre los eventos ambientales externos.

En loc crusticeos, el papel de factores endbcrinos sobre la ritmicidad locomotora fue propuesto
icialmente por la observacién de que la separacién de los fallos oculares resultaba en la aboli-

6n del ritmo circadiano de actividad en el acocil Potamobius astacus (1 ), en donde se inducia

1 estado de hipoactividad continua por este méfodo, y la inyeccidén de un exiracto de fallos
sulares provocaba un aumento en la actividad.

Posteriormente, se reportd que en Procambarus clarkii y Cambarus diogenes (2 ), y en Orco-

ctes virilis (3 ), la separacién de los tallos oculares también inducia un cambio en el nivel
actividad motora de estos animales, pero en este caso se obtenia un estado continuo de hiper-
tividad, mientras que la inyeccidn de exiractos frescos de tallos oculares provocaban una dis=-
nucién en dicha actividad motora.

@

Més tarde, estas Gltimas observaciones se han descrito también en varias especies de crust&-

os, como son Uca (4 ), Trichodactylus (5 ) y Carcinus maenas (6 ). En todos estos, como en
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drconectes y Cambarus, se ha propuesfo que una hormona inhibidora de la actividad locomotora

s producida por el fejido neurosecretor del fallo ocular.

Desde el punto de vista neurofisiolégico, se han descrito fluctuaciones circadianas en la res-
vesta a elementos sensoriales en fase con el ritmo circadiano de la actividad motora (7 ), y se
a visto que la inyeccién de exiractos del tallo ocular induce una disminucién de la actividad
euronal, ya sea en animales intactos o en estructuras nerviosas aisladas.

En Carcinus maenas , la supresién parcial inducida por exiractos de tejido nervioso sobre la

ctividad de neuronas a varios niveles de integracién, es similar a la actividad disminuida que se
bserva durante la fase diurna del ciclo circadiano esponténeo. En este mismo organismo, la de-
resién diurna de la actividad neuronal es inducida por la liberacién de un agente hormonal,

| cual es una molécula pequefia, termoestable y de naturaleza peptidica (8 ), particularmente

sundante en el tallo ocular.

Los registros unifarios de diversas neuronas en el acocil Procambarus bouvieri mostraron que

»s exiractos de tallos oculares, ya sean inyectados en animales intactos o aplicados localmente
1 preparaciones aisladas, resultaban en una disminucién de la actividad espontéinea y en las
spuestas evocadas en recepfores sensoriales e interneuronas (9 ). En esfe caso también, la sus-
-ncia responsable de este efecto se identificd como un péptido de bajo peso molecular, el cual
e bautizado con el nombre de Hormona Neurodepresora ( HND ).

Se sabe que el sistema nervioso de los crusticeos es capaz de proporcionar cantidades mensu-
bles de HND, especificamente el que forma parte del tallo ocular, y el del ganglio supraesofé-
co. La cantidad de actividad de HND en ambos érganos es diferente, conteniendo el fallo ocular

3 - 5 veces més la cantidad de HND que se puede obtener del ganglio supraesofégico. Dentro
| tallo ocular, se reporté que la mayor parte de la actividad neurodepresora se encuentra con-
1ada en el sistema médula interna - gléndula sinusal . Cuando se disecé selectivamente la glén-

=la sinusal, se observd que més del 90% de la actividad de la fraccién médula inferna - gléndu-
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a sinusal se localizaba en dicho érgano. De hecho, la glGndula sinusal contiene alrededor del
35% de toda la actividad de HND existente en el sistema nervioso del acocil (10 ).

También se ha demostrado que la liberacién de HND de la gléndula sinusal de Procambarus
souvieri muestra caracteristicas similares a las de ofras hormonas peptidicas. La liberacidn parece
er estimulada por la excitacién de los axones neurosecretores, y se sabe que los axones de la
léndula sinusal son eléctricamente excitables. Se encontrd que la aplicacién de pulsos eléciricos
e 1 milisegundo de duracién, en un rango de voltaje de 0.1 a 10 V provocaban la liberacién de
IND de la gléndula sinusal, obteniéndose la saturacién con 1 V. También se estudiaron los efec-
2s de la frecuencia de aplicacién y se obtuvo un vallor Sptimo enire 1 y 10 pulsos por segundo (10 ).

De la misma manera, se ha estudiado el efecto del potasio sobre la induccién de la liberacién
e HND en la gléndula sinusal, y se ha observado que las soluciones con 40 mM de K* estimulan
1 liberacién méxima de HND, en presencia de calcio. Una caracteristica comGn a la liberacién
e los fransmisores sinGpticos o de los productos de neurosecrecidn es su dependencia de la pene-
acidn de calcio durante el perfodo de activacién. En el caso de la liberacién de HND de la
Néndula sinusal, también se ha observado que el calcio desempefia un papel relevante en dicha
beracién, ya que ésta es inhibida con soluciones carentes de Cu++, an en presencia de K*
IJmM (10).

Desde el punto de vista morfolégico, se ha observado por microscogfia elecirdnica que la
tberacidn de HND de las ferminales neurosecreforas de la gléndula sinusal ocurre por exocitosis
= grénulos. Cuando se midié la cantidad de HND liberada en funcién de la conceniracién de K+,

observd que era aproximadamente paralela a la deplecién de grénulos en las terminales neuro-
cretoras (10 ). La dependencia de la liberacién de HND con respecto al calcio puede estar
lacionada con la exocitosis, ya que este ién no esté involucrado en la generacién de potencia-
-s de accidn en los axones neurosecrefores.,

También se ha observado que la secrecién de la HND en P. bouvieri posee un ritmo circadiano,
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or medio de la medicién de su concentracién en el sistema nervioso a diferentes horas del ciclo
ictameral . Los resultados indican que, a) en animales colocados en ciclos normales de ilumina-
i6n o en obscuridad constante durante més de 24 horas, la curva de concentracién-respuesta pa-
1 HND muestra titulos entre 100 y 200% més altos para esta hormona durante la fase diurna que
n la fase nocturna; b) en animales colocados en obscuridad continua, después de haber estado
>metidos durante una semana a ciclos naturales de luz y obscuridad, la actividad de HND, de-
srminada en intervalos de 3 hrs., alcanza ttulos més altos en las muestras tomadas en la fase
iurna, coincidiendo las transiciones enfre ambas fases con las del ciclo nictameral; ¢) la sensi-
ilidad de la neurona f-5 a una concentracién dada de HND también fluctéa a lo largo del nic-
imero, siendo mayor cuando la neurona se encuentra en la fase nocturna del ciclo (11 ).

Estos resultados sugieren que la produccién de HND en los crustceos participa en la modula-
'dn de la excitabilidad neuronal, particularmente en relacién al ciclo de 24 hrs,

El efecto neurodepresor de la HND parece ser no selectivo, es decir, afecta tanto a neuronas
nsoriales como a motoneuronas (12 ).

En cuanto a la localizacién de la HND en el sistema nervioso, se ha encontrado que la ma-
ar actividad se encuentra en el tallo ocular. También se halla en el ganglio supraesofégico pe-
en una concentracién mucho menor. Asimismo, también se ha observado un poco de actividad
a los ganglios tordcicos y en cantidades muchisimo més pequefias en la cadena abdominal . Igual=-
2nte, se ha identificado su presencia en la hemolinfa del acocil (12 ).

Cuando se separan los tallos oculares del resto del animal, se ha observado que la concentra-
%n de HND en las diferentes estructuras (ganglio supraesofégico, ganglios torécicos, ganglios
dominales y hemolinfa ) disminuye constanfemente hasta desaparecer al cabo de cuairo dias.
1 embargo, a partir del quinto dia se empieza a observar una recuperacién que répidamente

zanza los niveles basales (12 ), siendo el efecto mucho més predominante en el ganglio supra~

sfégico y en los ganglios toréicicos, que en la cadena abdominal .
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En algunos experimentos disefiados para localizar el sitio de sintesis de HND, se observd
ve en forma mayoritaria se lleva a cabo en los tallos oculares, necesitindose un tiempo de tres
oras a 149 para encontrar actividad. Sin embargo, existe también sintesis, aunque en mucho
enor escala, en el ganglio supraesofégico y en los ganglios torGcicos (12 ).

Las caracteristicas femporales de la actividad de HND, la presencia de esta sustancia en la
amolinfa y su sinfesis en el sistema nervioso central, junto con el conocimiento sobre su almace-
amiento y liberacién en la gléndula sinusal, son indicativas de la naturaleza neurohormonal de
ite péptido.

Posteriormente, se ha sugerido que el lugar primordial de sinfesis de la HND es el érgano X,
«calizado en la médula ferminal del tallo ocular, Los axones de érgano X corren distalmente para
rminar en la gléndula sinusal (13 ). Las neurosecreciones son transportadas a lo largo de estos
sones en forma de grénulos cuyos tamafios varian entre 300 - 1200 A, Su liberacién probablemen-

involucra un proceso de exocitosis, estimulado por una despolarizacién de las terminales.

Por otfra parte, también se han realizado estudios para conocer la distribucién de la HND
1 los invertebrados, a lo largo de la escala filogenética. Asi, se ha identificado que exis te
1 cruzamiento fisiolégico y el mismo comportamiento bioquimico entre la HND de Procambarus

wvieri y la HND del camardn Penaceus vannamei (Boone) (14,15 ). Asimismo, se han encontra-

+ los mismos resul tados con toda una serie de especies de crustéiceos decépodos, tanto marims
mo de agua dulce, lo que nos llevb a postular que la presencia de esta hormona es una carac-
ristica comGn a todos los crustGceos decépodos (16 ).

Posteriormente, dicha proposicién fue confirmada fambién en Nephrops norvegicus y Carcinus

senas (17 ).
Recientemente, hemos publicado que la HND, con las mismas caracterfsticas descritas en los

cGpodos, se encuentra presente también en el estomatépodo Squilla mantis, el cual es un crus-

ceo més primitivo que los decpodos en la escala evolutiva (18 ). Este hallazgo sugirié que
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> Gnicamente los decépodos posefan esta molécula, sino que su existencia en los crusticeos
arecfa ser general .
AGn més, en experimentos muy recientes, hemos observado a la misma actividad neurodepre=-

wa, con el mismo comporfamiento fisicoqufmico, en un anélido: Lumbricus terrestris, y en un

dlusco marino: Nerita scabricosta (19 ). Los extractos obtenidos en estas especies han cruzado

siolégicamente con el receptor del acocil P. bouvieri .
Todos estos datos apuntan a la posibilidad de poder sugerir que la HND es comGn a una gran
ariedad de grupos invertebrados. Dicha situacién es acorde con las caracteristicas biolégicas de
hormona, es decir una molécula encargada de modular la excitabilidad neuronal, que presen-
una gran estabilidad evolutiva.,
Desde el punto de vista bioquimico, se ha 'Iogrado purificar y caracterizar parcialmente a

» hormonas neurodepresoras de Procambarus bouvieri y Penaeus vannamei , Inicialmente se al-

nzb un grado razonable de pureza con la HND del acocil por métodos electroforéticos Gnica-
nte (20,21 ), pero la mayor desventaja de este método era que no se podfan trabajar grandes
1fidades de material . Posteriormente, disefiamos un método que involucraba pasos de purifica-
n por cromatografia en gel junto con pasos eleciroforéticos, que fueron aplicados tanto para
purificacién de HND de P. bouvieri (22 ), como para la de P, vannamei (14,15), y en

s0s se alcanzd un nivel razonable de pureza ( alrededor de 4 x 104 sobre el nivel del extrac~
srudo).

Los trabajos de caracterizacién realizados nos llevaron a postular que la HND es un péptido
-vefio, susceptible a la accién de enzimas proteolfticas; termoestable; dializable; compuesto
samente por amino§cidos que le confieren caracteristicas de neutralidad anfe un campo eléc-
0, como son: Asn, Ala, Val, Ser, Gln, Cly,Thr, Leu/lle y Pro; que tiene un peso molecular

»ximado de 1200 daltones y que se encuentra bloqueado en ambos exiremos, con la posibilidad

jue se frate de un péptido ciclico (14,15,21,22),
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Como puede suponerse, el establecer la estructura primaria de esta hormona es indispensable
ara poderla caracterizar totalmente ., Ademés, dicho conocimiento nos permitiria poder sinteti-
arla, lo cual nos darfa la posibilidad de poseer grandes cantidades para utilizarlas en estudios
anfo bioquimicos como fisiolégicos . Esto nos permitiré elucidar por completo el mecanismo de
ccibn de esta hormona y la regulacién de su biosintesis, entre otras cosas.

Sin embargo, a la fecha no ha sido posible conseguir dicho objetivo en funcién de que las
-eparaciones purificadas por la metodologia desarrollada no han sido todavia capaces de propor-
ionarnos una cantidad de hormona completamente pura y en cantidades suficientes como para
sder obtener datos confiables e inequivocos sobre la estructura de la HND.

Es por ello que hemos decidido utilizar una nueva herramiert a para conseguir el objetivo
rhelado. Dicha herramienta la constituye la cromatografia Ifquida de alta presién, la cual
; una t#cnica que permite un grado de resolucidn que ninguna de las metodologfas eimpleadas
eriormente puede igualar.

En el presente trabajo, pues, se hace un resumen de los esfuerzos realizados con el fin de
>tener una preparacién abundante con las caracteristicas de pureza necesarias para hacer el

tudio de secuenciacién, mediante la técnica de cromatografia liquida de alta presién.,



MATERIALES Y METODOS

Limpieza del material .~ Todo el material de vidrio utilizado en este trabajo fue lavado pre=
amente en una mezcla sulfonfirica (&cido sulflrico concentrado : Gcido nitrico concentrado,
: 1, v/v ) calentando dicha mezcla hasta la emisién de vapores. Después se enjuagd el material
n agua bidestilada y desionizada. Posteriormente se tratd con una solucién de Aquasil al 1%,
‘v, con el objeto de siliconizar las paredes del material de vidrio y evitar adsorcién de material
ot.efnico.

Animales .- Los tallos oculares utilizados fueron obtenidos de camarones blancos del Pacifico,

la especie Penaeus vannamei (Boone), capturados en las costas de Mazatlén, Sinaloa. Estos
simales fueron utilizados sin distincién de sexo ni edad.

Reactivos.- Todos los reactivos usados fueron del mejor grado de pureza existentes en el mer-
-do. En la preparacién de las soluciones, asi’ como en todos los procesos en general, se usd agua
Jestilada y desionizada, a la cual nos referiremos durante la exposicién de este trabajo simple~
nfe como agua.

En el caso de los solventes utilizados en la cromatografia liquida de alta presién, Gnicamente
utilizaron solventes grado HPLC.,

Soluciones amortiguadoras .~

1) Solucidn amortiguadora pH 1.8.- Esta solucién se prepard utilizando &c. férmico : &c.

£tico glacidl ¢ agua, en las proporciones 1: 41 45, v/v/v.
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2) Solucién amortiguadora pH 10.0.- Esta solucién se preper$ usando carbonato de amo-

io 0.1 M y ajustando a pH 10.0 con amonfaco.

3) Solucién amortiguadora pH 3.5.~ Esta se prepara utilizando piridina : éc. acético gla-
ial : agua, en las proporciones 1 : 10 : 89, v/v/v.

4) Solucién amortiguadora pH 6.0.= Se prepara mezclando piridina : éc. acético glacial :
jua, en las proporciones 46 : 4 : 950, v/v/v.

5) Solucibn fisioldgica para crusticeos de Van Harreveld (23 ):

NaCl 0.2 M
CaCl, + 2H9O 0.02 M
KCl 0.00536 M
MgClI 0.0026 M
NaHCO3 0.0023 M
Tris=HCI 0.05 M

ajustado a pH 7.2 con HCl
Tinciones .-

1) Método de la ninhidrina.~ Se emplea como agente localizante ninhidrina al 0.25%
1acetona, La técnica consiste en rociar las tiras de papel con un aspersor que contiene la so=
cién de ninhidrina, hasta que el papel quede bien humedecido. Después se colocan las tiras
1 el horno a 100°urante 10 = 15 minutos, con el objeto de desarrollar la coloracién (24 ).

2) Método de Pauly .- Esta técnica es especifica para histidina y otros imidazoles (25 ).

utilizan los siguientes reactivos:
Solucidn I: &c. sulfanilico al 1% en HCI 1 N,
Solucién ll: nitrito de sodio al 5% en solucién acuosa.
Solucién Ill: carbonato de sodio al 15% en agua.

Para mayor explicacién de la técnica, véase (14 ).

3) Método del cloro .~ Este método es muy Gtil para el caso de aminoficidos, aminoGcidos

n el grupo amino bloqueado y para péptidos (26 ). Para realizar esta t&cnica se siguib el méto-

de Rydon-Smith (27,28 ). Para mayores detalles consOltese (14 ).
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Bioensayo .~ La actividad de la hormona neurodepresora fue probada in vitro, como se ha
escrifo en detalle previamente (10 ), por su efectividad en reducir la frecuencia de descarga

spontnea de las mofoneuronas del ganglio abdominal del acocil Procambarus bouvieri (Ortmann).

Las mediciones de frecuencia de descarga fueron medidas en la mofoneurona f=5 del tercer
anglio abdominal, de acuerdo a la terminologfa establecida por Wine et al (29).

Posteriormente, se cambié de preparacién fisiolégica a una motoneurona del sistema tenso-
rceptor del acocil, en donde se afsla una mofoneurona después de disecar el tejido muscular y
»s registros se hacen directamente de ella, con un electrodo de succién (38 ). Esta preparacién
sulta més sensible que la anterior.

Obtencién de los tallos oculares,~ Los tallos oculares fueron obtenidos directamente de ca-
arones recién capturados, cortando con tijeras la extensién del caparazén (rosirum) que existe
itre los dos ojos del animal y después cortando los tallos oculares desde su base . Inmediatamen=

se congelaron para evitar cualquier tipo de degradacidn y en esas condiciones se trajeron al
boratorio.

En el laboratorio se mantuvieron a =702 en un congelador Revco, hasta el momento de iniciar
s exiracciones.,

Extraccién y aislamiento de la HND.- Se siguié el procedimiento que se ha descrito previa-
:nfe (14,22 ), En breve, dicho procedimiento consiste en moler a los tallos congelados a =70°

un molino para carne pre-enfriado, utilizando trocitos de hielo seco como abrasivo. Los pol-
s obtenidos se irataron con varios volGmenes de acetona y posteriormente cloroformo, con el

de disgregar ITpidos que pudieran estar englobando moléculas de hormona. Después de elimi=-
* los solventes con corriente de aire, se exirajeron los polvos con agua a 45} agitando mecé-
:amente durante 60 minutos, y luego se centrifugd a 700 x g, por 30 minutos, a 4% Se recogie-
2 los sobrenadantes y los precipitados se reexirajeron nuevamente, utilizando la misma metodo-

afa. Al final de las exiracciones se reunieron todos los sobrenadantes obfenidos.
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Concentracibn.=- En el caso de volGmenes mayores obtenidos de las extracciones de HND,
en la etapa de obtencién del extracto crudo, asf como cuando se concentraron las fracciones
stivas de las columnas de cromatograffa en gel, se concentré hasta la obtencién de volGmenes
2quefio s en un evaporador rotatorio marca Buchler, adaptado a una bomba de alto vacio mar-
1 Speedivac. Para mayor defalle consGltese (14 ).

En el caso de fracciones pequefias, fambién se utilizé una corriente de nitrégeno aplicada
rectamente sobre las muestras, con el fin de concentrarlas o de llevarlas a sequedad.

En el caso de las fracciones obtenidas de la cromatografia Ifquida de alta presién, el conte-
do de los tubos se concentrd en un evaporador cenirifugo al vacfo, marca Savant, calentando
45

Diélisis.~ Los exiractos totales obtenidos de las exiracciones de HND fueron dializados di=
ctamente conira agua bidestilada y desionizada, a 4% La actividad de HND se localiza en las
was de diélisis, quedando en el interior de la bolsa las moléculas con un peso molecular mayor

13, 600 daltores.

Determinacién de protefnas fotales,~ Los extractos obtenidos en diferentes etapas de purifi-
cibn fueron cuantificados en cuanio a su contenido de proteinas totales, Para ello se utilizd
méfodo de Lowry, en la forma modificada por Hariree (30 ), utilizando como pairén una so~
:ién de albOmina sérica bovina. Las muesiras ensayadas se probaron en ires diferentes dilucio=
s, siempre por duplicado.

Cromatografias de filtracién molecular en gel .- Durante diferentes efapas en los procesos

purificacidn se utilizd la cromatografia de filiracién molecular como un medio para obtener
-racfos més puros o bien desde el punio de vista analftico, para observar las condiciones de
muestras en cuanto a nivel de pureza se refiere,

Para ello se utilizaron principalmente el Sephadex G=25 fino y el Sephadex G=15 (.ambos de

=ma ). Las columnas utilizadas variaron sus condiciones de acuerdo a las necesidades de cada



-12 -
xperimento. Los parémefros de cada columna se hallan indicados en la seccién de RESULTADOS.,

Dependiendo del caso, la salida de la columna se acoplé a un especirofotdmeiro de flujo con

| fin de registrar la absorbencia de las muesiras cromatografiadas, ya sea a un registrador Uvicord
.de LKB, con longitud de onda fija a 254 nm, o bien a dos Uvicord S, de LKB, con longitudes

e onda a 206 nm y 280 nm, con el objeto de registrar simul thneamente a ambas longitudes de
da, Finalmente, las fracciones se colectaron en tubos colocados en un colector de fracciones
arca LKB, modelo Ultrorac 7000.

En otros experimentos se utilizaron columnas montadas con Bio~Gel P-2 ( BioRad).

Todas las cromatograffas se realizaron a femperatura ambiente.

En algunos casos se utilizaron las columnas de cromatograffa LKB, modele s 2137-026 y
37-016, las cuales poseen un dispositivo de inyeccién de la muestra muy adecuado para favore-
r una buena separacibn..

Cromafografia de infercambio i6nico en CM=celulosa .~ Se utilizé una CM~celulosa de Sigma
)74 meq/g, fino ), la cual se reciclé antes de ser montada en las columnas.

Cromatografia analftica.- Se trataron 2.g de CM~-celulosa con 30 ml de NaOH 0.5 M,
sitando suavemente y dejando en reposo 30 minutos. Se decant$ y se lavd con agua hasta obte=-
r un pH cercano a 8.0, Posteriormente se agregaron 30 ml de HCl 0.5 N, se agitb y se dej

reposo 30 minufos. Este segundo tratamiento se repitié una vez més. Luego se decantd el so-
+nadante y se lavé con agua hasta obtener un pH cercano a 5.0, Durante el lavado con agua

eliminaron los finos.
La CM-~celulosa reciclada se equilibré en un amortiguador de acetato de amonio 50 mM,

4.7, y se mont6 en una jeringa de 5 ml, previamente siliconizada. Las dimensiones del lecho

ron: 1.4 x 5.3 cm,

La muestra se equilibré en el amortiguador mencionado. Después de aplicar la muesira, se

6 equilibrando en contacto con la columna durante 15 minutos, deteniendo el flujo. Posterior-
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lente se empez$ a eluir. Las fracciones recogidas fueron de 1 ml. Después de haber elufdo
on 10 ml del amortiguador inicial, se cambié a un amortiguador de acetato de amonio 50 mM,
H 8.0, Después de 5 ml se cambié nuevamente de amortiguador, en este caso a uno de acetato
e amonio 500 mM, pH 8.0, Después de la fraccién 60 se empezb a eluir con un amortiguador
2 acefato de amonio 1 M, pH 8.0, con el fin de despegar cualquier particula retenida en la
slumna,

Las fracciones fueron lefdas a 254 nm. Luego se evaporaron las fracciones con corriente de
trbgeno, en dos ocasiones, resuspendiéndolas posteriormente en agua, con el fin de leer en el
-pectrofoiﬁmeh'é a 230 nm y a 206 nm.

Los tubos obtenidos se reunieron en doce fracciones y se buscd la HND por bioensayo.

Cromatograffa preparativa.~ En este caso se reciclaron 10 g de CM=celulosa, inicialmen=-
con 150 ml de NaOH 0.5 N y posteriomente con HCl 0.5 N, en la misma forma que se indic
riba, Se equilibré la resina en acetato de amonio 50 mM, pH 4.7 y se monté una columna con las
guientes dimensiones: 1.5 x 27 em. La muesira se equilibr en el mismo amortiguador y se aplicé
a columna, Se empezé a eluir con un flujo de 40 ml/hr. Posteriormente se cambié a un amor-
quador de acetato de amonio 50 mM, pH 8.0, y més farde se inicié un gradiente de 50 mM a
J mM, manteniendo el pH 8.0,

Las fracciones eluidas se leyeron directamente a 254 nm en el Uvicord |, Los tubos obtenidos
-reunieron en nueve fracciones y se buscd la HND por bioensayo.

Electroforesis en papel .-

Electroforesis analftica a mediano voltaje .~ Se utiliz una celda tipo Durrum, marca
skman, modeb R, La fuente de poder utilizada fue de marca Beckman, modelo Duostat RD.
-oporfe empleado fueron tiras de papel Whatman 3MM, de 3 x 31 cm, o bien firas dobles de

31 cm.

Las condiciones empleadas fueron las que a continuacién se mencionan:
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Tiempo de saturacién de la cdmara: 30 minutos
Tiempo de corrida: 80 minutos
Voltaje aplicado: 450 volts ( 14.5 v/cm )
Las tiras se secaron en el horo a 1003

Las variantes en las electroforesis fueron las soluciones amortiguadoras usadas en cada caso
la cantidad de muestra aplicada. En fodos los casos, las electroforesis se realizaron a fempera-
ra ambienfe , En cada caso se observaron las tiras bajo la luz ultravioleta y se realizaron las
1ciones deseadas ( como se observa en la seccién de RESULTADOS ),

Electroforesis preparativa a mediano voltaje .~ En esfos experimentos se utilizaron el mis-
» fipo de celdas y fuente de poder que en el caso de las electroforesis analfticas. El soporte
pleado fueron hojas de papel Whatman 3MM, de 29 x 31 em.

Las condiciones fueron las mismas que para la electroforesis analftica, variando como en
vel caso, las soluciones amortiguadoras y la cantidad de muestra aplicada.

Después de cada corrida, se cortd un exiremo de la hoja y se tifé por el método de la clori-
¢idén. Una vez identificadas las manchas, se recort una tira a lo ancho de la hoja y de ahf
procedib a exiraer a la hormona.

Extraccibn a partir del papel .~ Las tiras de papel de las hojas de electroforesis preparativas
recorfaron en pequefios pedacitos, los cuales se colocaron en adaptadores de pl&stico para tu=-
5 de centrfuga, a los que previamente se habia puesto un poco de fibra de vidrio lavada segln
método de Schwartz (31 ), Después se empaparon los pedacitos de papel con 1 ml de agua y
cenfrifugaron a 900 x g, 15 minutos, a 4% Se efectuaron cinco lavados a cada tubo, Los filira-
*se reunieron y concneniraron en el evaporador rotatorio hasta un volumea determinado.

Electroforesis y cromatografia en capa delgada .~ Esta técnica se utiliz como un criterio
pureza de las muestras purificadas. Se utilizé una cdmara marca Camag (tipo Pastuska), mode-

IECF6/TLE-69~E. La muestra se aplich sobre placas de celulosa MN300, de 250 micras de es-



-15=
resor, de 20 x 20 cm., En la electroforesis se utilizé el amortiguador de pH 6.0, con la apli-
«acidn de 500 V durante 45 minutos.

La cromatografia se llevd a cabo utilizando una cémara cromatogréfica de Eastman, en una
2gunda dimensién, empleando n~butanol : éc. acético glacial : agua, en las proporciones 4: 1 : 5,
/v/v, utilizando Gnicamente la fase orgénica (superior ). El tiempo de corrida fue de 2 hrs.

Después de secar la placa se hace la tincién con cloro.

Para mayor detalle de las Gltimas técnicas expuestas se sugiere consultar (14 ),

Cronu tografia ascendente unidimensional en capa fina.~- Esta también se utilizd como un
iterio de purez;.': de las muesiras, La mezcla de solventes fue n=butano : &c. acético glacial :
ya, (4:1:5, V/v/v )fase superior. La muestra se aplic en una placa de celulosa MN300,
2 250 micras de espesor, de 20 x 20 cm. La cromatografia se corrié dutante dos horas y luego se
b,

Para mayor detalle, véase (14 ),

Determinacién de la composicién de amino&cidos.~ El anélisis de composicién de aminoéci=-
s se realizd en forma aufomética en un analizador tipo Durrum D-500, en el laboratorio del
‘o Paul Fletcher, de la Universidad de Yale.

Las muestras se enviaron en ampolletas selladas a la flama, previamente evaporadas con co-
ente de nitrbgeno. El método de hidrélisis se realizé con HCl 6 N, a 1109 durante 20 hrs.,

presencia de 0,5% de fenol, in vacuo. El producio de la hidrdlisis se disolvié en un amorti-
ador de cifrato de sodio 0.2 M, pH 2.2, y se aplicé al Durrum D-500, El procedimiento de
ilisis utilizé una sola columna y duré 50 minutos.

Espectro de absorcién.— Se utilizé un especirofotémetro de barrido Unicam SP=-700 de doble
0. La muestra se colocd en la celdilla y se registrd su especiro de absorcidn desde 200 nm has-

330 nm, con una sensibilidad de 0.8 AUFS y una resolucién de 2,
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Dansilacién .= Otra forma de obtener la composicién de amino&cidos fue mediante la técni-
de dansilacién. Se siguié el método de Gray y Hartley ( 32 ), con algunas pequefias modifi=
ciones (33 ). La técnica se desarroll8 asf:
- Utilizar tubos de 6 x 50 mm, lavados con mezcla sulfonfirica y siliconizados.
= Cubrir los tubos con papel aluminio.
=~ Colocar alfcuotas de 2 nanomoles de muestra y evaporar a sequedad con corriente de N2,
= Resuspender en 5 ul de NaHCO3 0,05 M, pH 10.0
- Agragar 15 ul de acefona.
- Agrega;' 10 ul de una solucién de DNS-CI 10 mM en acetona,
- Incubar a 37 30 minutos,
- Evaporar a sequedad con corriente de nitrégeno.
- Resuspender en 10 ul de la mezcla acetona : c. acético (3 : 2, v/v).
~ Hacer diez aplicaciones con micropipetas alargadas sobre placas de poliamida (Analtech),
3x3cm.
Correr las microcromatografias con el siguiente sistema de solventes:
la. dimensién: Gc. férmico : agua (1.5: 100, v/v )
2a, dimensién: n-butanol : heptano : &c. acético (3:3: 1, v/v/v).
= Secar las plaquitas con el calor de un foco de 100 watis y posteriormente con una co-
:nte de aire frio y luego aire caliente.
- Observar bajo la luz uliravioleta e identificar las manchas fluorescentes.
El remanente de los productos dansilados se sometieron a hidrdlisis &cida con HCl 6 N, durante
hrs. a 1103 en los mismos tubos, sellados a la flama,
Después de la hidrélisis se evapord el HCl con corriente de nitrdgeno, se resuspendié el con-
ido del tubo en 25 ul de agua y nuevamente se evapord, esta operacién se realiz en dos oca-

1es. Luego se resuspendié en 10 ul de la mezcla de acetona : acético (3:2, v/v)y se hicieron
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ez aplicaciones sobre placas de poliamida. Se corrieron las cromatograffas en los mismos sis-
mas de solventes sefialados. De esta forma se puede obtener la identificacién del grupo ~NHp
rminal de un péptido.,

El remanente del producto hidro lizado se someti§ nuevamente a una dansilacién, siguiendo
mismo procedimiento descrifo arriba. Al observar las placas bajo la luz ultravioleta se obtie-
la composicién de aminoGcidos.

De esta forma, se pueden obtener fres datos: el DNS-péptido, el grupo amino terminal y la
mposicién de amino&icidos, con una sola muesira de 2 nanomoles de material .,

Cromatografft-: ascendente en papel .~ Con el objeto de eliminar al tiodiglicol de las prepara-
»nes de HND se utiliz8 la cromatograffa ascendente en papel (34 ). Como soporte se ufilizé
a1 hoja de papel Whatman 3MM de 18 x 29 cm. La muestra se aplicd en banda a 2 cm de la

lla del papel. En un exiremo se colocd una alfcuota de HND pura de Procambarus bouvieri

no patrdn, Se desarrollé la cromatograffa con el sistema n=butanol : &c. acético : agua

¢ 1:5, v/v), durante dos horas. Se secd la hoja con aire caliente y se 1 con cloro.

Desalificacibn de los extractos de HND .~ Con el fin de eliminar a las sales que acompafian
as preparaciones de hormona neurodepresora se siguié el procedimiento que a continuacién se
nciona, Las muesiras se evaporaron pricticamente hasta sequedad en el concenirador ceniri=-
0 al vacfo. El precipitado obtenido se exirajo con 2 ml de metanol, agitando en un vortex;
go se centrifugd a 2000 rpm durante 5 minutos. Se recogieron los sobrenadantes y los precipi-
05 se exirajeron nuevamentfe con metanol . El procedimiento se repitié 6 veces. Posteriormen=-
e evaporS el metanol y la pastilla obtenida se resuspendib en agua. Se enviaron alfcuotas a
-ensayo para determinar si se habfa recuperado foda la actividad.,

Cromatografia Ifquida de alta presién.- Los diversos experimentos de cromatografia Iiquida
alta presién ( HPLC ), se llevaron a cabo en un aparafo Altex, modelo 332, que posee dos

1bas modelo 110A, con unmicroprocesador modelo 420 y un inyector de muesiras modelo 210,



Todas las cromatograffas de alta presién se realizaron con columnas de fase reversa Ultras-
1ere =ODS, con diGmeiro de partfculas de 5 um, y dimensiones de 4.6 x 250 mm.

Los programas ufilizados durante los diversos experimentos se introdujeron al microprocesador

2 datos de la siguiente manera:

Programa A:
tiempo  funcién  valor  duracién
0 flujo 0.5 S/E
0 vel, papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 2 S/E
2 %B 50 10 S/E
12 %B 10 5 S/E
17 %B 10 5 S/E
22 %B 00 5 SE
27 flujo 0.0 S/E
27 vel, papel 0.0 S/E

lvente A: agua
lvente B: acefoniitrilo al 100%
gistrafo a 212 nm en un especirofotdSmeiro Beckman DB

sjo: ml/min

1. papel: cm/min

racién: minutos

‘E: almacena/ejecuta

B: porcentaje del solvente B en el gradiente

Programa B:

tiempo funcibn  valor  duracién
0 flujo 0.25 S/E
0 vel . paepl 1.0 S/E
0 %B 0.0 10 S/E
10 %B 35 30 S/E
40 %B 100 10 S/E
50 9%B 100 5 S/E
55 %B 0.0 10 S/E
65 Flujo 0.0 S/E
65 vel .papel 0.0 S/E

lvente A: agua
lvente B: acetoniirilo al 100%
gistrado a 212 nm en un especirofotdmeiro Beckman DB.
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Programa C:
tiempo  funcién  wvalor  duracién
0 flujo 0.5 S/E
0 vel, papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 17 S/E
17 %B 0.0 S/E
17 #hajo 0.0 S/E
17 vel, papel 0.0 S/E

Ivente A: metanol al 50% en agua + &cido trifluoroacético (TFA) 5 mM, pH 3.0
registr a 212 nm en un expecirofoimetro Beckman DB.

Programa D:
tiempo  funcibn  valor  duracibn
0 flujo 0.5 S/E
0 vel, papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 10 S/E
10 %B 100 15 S/E
25 %B 100 5 S/E
30 %B 0.0 10 S/E
40 flujo 0.0 S/E
40 vel . papel 0,0 S/E

Ivente A: metanol al 10% en agua + TFA 5 mM, pH 3.0
‘vente B: metanol al 50% en agua + TFA 5 mM, pH 3.0
yistrado a 212 nm en el Beckman DB,

Programa 1:
tiempo  funcién  wvalor  duracién
0 flujo 0.5 S/E
0 vel. papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 10 S/E
10 %B 100 30 S/E
40 %B 100 10 S/E
50 %B 0.0 15 S/E
65 flujo 0.0 S/E
65 vel, papel 0.0 S/E

vente A: metanol al 10% en agua + TFA 5 mM, pH 3.0

vente B: metanol al 160 % + TFA 5 mM, pH 3.0

sistrado @ 206 nm en el Uvicord S y a 212 nm en el Beckman DB.
En algunos casos se aument$ el lavado con MeOH 100% a 15 min.
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Programa 2 :
tiempo  funcién  valor  duracién
0 flujo 1.5 S/E
0 vel . papel 0.5 S/E
0 %B 100 20 S/E
20 %B 100 10 S/E
30 %B 0.0 15 S/E
45 fivjo 0.0 S/E
45 vel, papel 0,0 S/E

lvente A: agua
lvente B: metanol al 100% + TFA 5 mM, pH 3.0
gistrado a 212 en el Beckman DB,
Este programa se utilizé para analizar la calidad del agua utilizada en la cromatografia de
ta presidn.

Programa 3:
tiempo funcién  valor  duracién
0 flujo 2,0 S/E
0 vel, papel 0.5 S/E
0 %B 100 180 S/E
180 %B 0.0 S/E
180 flujo 0.0 S/E
180 vel, papel 0.0 S/E

llventes A y B: agua

gistrado a 212 nm.
Este programa se utilizb para acabar de purificar al agua utilizada en HPLC, en una columna
Ultrasi|-ODS, con particulas de 10 um de diémetro y dimensiones 4.6 x 250 mm.,

Programa 4:
tiempo  funcibn  valor  duracién
0 flujo 0.5 S/E
0 vel, papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 15 S/E
15  %B 15 20 S/E
35  %B 50 15 S/E
50 flujo 0.0 S/E
50 vel. papel 0.0 S/E

vente A: agua + TFA 5mM, pH 3.0
vente B: mefanol al 100% + TFA 5 mM, pH 3.0
wistrado a 206 nm en el Uvicord S.
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Programa 5:
tiempo  funcién  valor  duracién
0 flujo 0.5 S/E
0 vel . papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 20 30) S/E
20 (30) flujo 0.0 S/E
20 30) vel, papel 0.0 S/E

Ivente A: agua
gistrado a 206 nm en el Uvicord S,

»pendiendo del experimento se usé también alguna de las siguientes mezclas para el solvente A:
a) agua, pH 5.0
b) agua + TFA 5 mM, pH 3.0
c) Acetonitrilo al 5% en acetato de amonio 10 mM, pH 7.5

cada una de ellas la cromatografia se desarroll6 en forma isocrética.

Programa 6:
tiempo  funcibn  valor  duracién
0 flujo 1.0 S/E
0 vel, papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 20 S/E
20 flujo 0.0 S/E
20 vel, papel 0.0 S/E

Ivente A: metanol al 70% en agua
gistrado a 254 nm en el Uvicord S,

Este programa se utilizé para hacer la determinacién de platos tedricos a las columnas de
trasphere=ODS, con diémeiro de particulas de 5 um y dimensiones de 4.6 x 250 mm. Como

tandares se utilizaron las siguientes sustancias: 1) acetofenona; 2) nitrobenceno; 3) benceno;
tolueno,

Programa 7:
tiempo  funcién  valor  duracién
0 flujo 0.5 S/E
0 vel, papel 1.0 S/E
0 %B 0.0 60 S/E
60 flujo 0.0 S/E
60 vel . papel 0.0 S/E

vente A: agua + TFA 5 mM, pH 3.0
jistrado a 206 nm en el Uvicord S,

Este programa se utilizé cuando se unieron dos columnas de Ulirasphere=-ODS en serie, dando
s dimensiones de 4.6 x 500 mm.

Debido a que la técnica del HPLC es muy sensible, es necesario que la calidad de 16s reacti-
y solventes usados sea de altfsima pureza, por ello todos los solventes orgénicos usados fueron

_grado HPLC. Por su parfe el agua utilizada para estos experimentos fue sometida al siguiente
-amiento. El agua bidestilada comercial se desionizé inicialmente, y luego se bidestilé en vidrio.
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osteriormente se filtré en Millipore 0,22 um, y finalmente se acabd de purificar en una colum=
a Ultrasil=ODS, con parifculas de 10 um de diémetro y de dimensiones 4.6 x 250 mm, utilizan-

5 el programa 3. El agua salida de este tratamienio se analizé bajo las condiciones del programa

Debe mencionarse que el grado de pureza obtenido en el agua sometida a este tratamiento
e mejor que el que se puede observar con el agua grado HPLC de fuentes comerciales.

Todas las muesiras que iban a ser cromatografiadas en HPLC fueron filtradas previamente en
illipore 0.22 um, para evitar la presencia de macroparticulas que pudieran tapar las tuberfas
interaccionar én forma irreversible con la columna,

Las columnas de cromatograffa de alta presién fueron protegidas por la colocacién de una pre=-
dlumna llena del mismo material Ultrasphere=-ODS,

Todos los solventes utilizados fueron desgasificados con vacio, durante 30 minutos, antes

ser utilizados en las cromatografias.
En muchos casos, las fracciones elufdas de la columna de alta presién fueron colectadas en
>ques, sobre todo aquellas provenientes del programa 1. Dichos bloques estuvieron disiribuidos
la siguiente manera:
a) bloque 1: 10 = 50% metanol
b) bloque 2: 50 = 100% metanol
c) bloque 3: 100% me tanol
d) bloque 4: 100 = 10% me tanol

Las fracciones obtenidas se evaporaron en el concentrador centrifugo al vacio y luego se
wspendieron en agua. Alfcuotas de cada fraccibn fueron enviadas a bioensayo para determinar.
donde se ubicaba la actividad bioldgica.

Separacién de la HND en Sep-Pak .~ En vista de algunos resul fados obtenidos con los experi-

atos preliminares en la cromatografia de alfa presidn, se decidié utilizar a los cartuchos de
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»=Pak (Waters Associates, mrt No. 51910) que contienen el mismo material de octadecilsilano
2 las columnas, con el fin de separar en forma gruesa a la HND del resto de sus contaminantes.

Inicialmente se activa el Sep=Pak con 10 ml de metanol absoluto. El cartucho se inserta en

2 jeringa de 10 ml y, sin permitir que se seque se empieza a equilibrar con 10 ml de agua + TFA
aM. En seguida se aplica la muestra y se sigue lavando con agua + TFA 5 mM, una vez que
sella ha peneirado. Cuando el eluato es claro, se cambia de tubo de coleccién y se empieza .
avar el cartucho con metanol + TFA 5mM (10 ml ), para que se desprendan los contaminantes

2 se han separado de la muesira,
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RESULTADOS

JTA ACLARATORIA: Durante el desarrollo de este trabajo se han utilizado cuatro lotes dife-

ites de material proveniente de tallos oculares de Penaeus vannamei (Boone). Las extraccio-

; de HND a partir de esfos lotes se hicieron en &épocas diferentes, de acuerdo a los resul tados

enidos y a las necesidades imperantes en determinado momento. Sin embargo, en varias oca-
nes se dejaba de trabajar con un lote para continuar con otro, con la intencién de buscar al=
nativas durante el proceso de purificacibén, y posteriormente se retomaba el procesamiento del
2 que se habfa dejado.

En ofras ocasiones la determinacién por bioensayo de la actividad hormonal en las fracciones
enidas por algln procedimienio tardaba un tiempo relativamente largo, por lo que, para apro-
shar el tiempo, se trabajaba sobre ofro lote, y cuando los resultados se obtenfan entonces se
itinuaba el irabajo con el lote anterior.

Estas observaciones se hacen para indicar que los lofes se estuvieron frabajando en forma al-
1ante. Sin embargo, con el fin de tener mayor claridad en la exposicién del trabajo realizacd
" a presentar los resul tados obtenidos con cada lote en forma secuencial, tomando cada uno

separado, sin importar la etapa cronolégica en que los experimentos fueron realizados

Espero que esta forma de presentacién de los resultados proporcione un panorama més claro

> dé lugar a confusiones.,
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Los lotes utilizados fueron:
Lote 1): 9150 tallos oculares (t.0.)
Lote 2): 7000 t.0.
Lofe 3): 2000 t.0.
Lote 4): 12000 t.0.

)TE 1).~ Se partié de 914 g de material biol8gico ( tallos oculares de Penaeus vannameti)

agelado a =70°( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 10 ) . Sabiendo que cada tallo ocular
ia alrededor de 100 mg entonces se calculb que inicibamos la exiracciédn con aproximada-
nte 9150 t.0., los cuales fueron molidos y tratados en la forma descrita anteriomente ( ver
ATERIALES Y METODOS, pag. 10 ).
El volumen obtenido después de la extraccién con agua de los polvos fue de 15,6 |, el cual
concenird en un evaporador rofatorio hasta 450 ml .
Este volumen se colocd en 3 bolsas de diélisis (150 ml en cada una )de 1 1/8 " y se diali-
on td como se describib en la seccién anterior (ver MATERIALES Y METODOS, pag. 11 ).
Se hicieron 6 cambios de aguas de diélisis. El volumen obtenido fue de 24 | de un exiracto
arillento, translGcido, que se concenird en el evaporador rofatorio hasta un volumen de 62 ml,
sual presentd una coloracién café intensa. Durante la conceniracién se formd un precipifado
fue eliminado centrifugando a 10,000 rpm ( 15,000 x g ), durante 30 minutos, a 10%
A este exiracto se le denomind EXTRACTO CRUDO y se fomaron dos alfcuotas de 50 ul cada
para determinar actividad hormonal por bioensayo y contenido de protefnas totales.
El bioensayo (ver MATERIALES Y METODOS, pag. 10 ) determind que habia una actividad
espondiente a 9000 t.0., y la determinacién de protefnas por el método de Lowry, modificado

Hartree (ver MATERIALES Y METODOS, pag. 11 ) indicd que existian 6.2 g de proteina en

sxiracto crudo. Véase la figura (1 ).
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Figura 1) DETERMINACION DE PROTEINAS POR.EL METODO DE LOWRY.
1)1 25 ul extracto crudo, 2) 2 ul 1aSG25f, 3) 1 ul 1aSG25F,
4) o.5:ul 1aSG25¢,5)2 ul 2aSG25F, 28) 1 ul 2aSG25F, 7) 0.5 ul
2aSG25f;-8) 2 ul la SG15, 9) 1.ul laSGl5 -10) 0.5 ul- "1aSG15,
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1. Cromatografia en Sephadex G-25 fino.~ El volumen de exclusién obtenido mediante la
libracién de la columna de Sephadex G=25 fino con dexirén azul al 2% fue de 157 ml, con
s siguientes parimeiros para.la columna. Dimensiones: 1.9 x 113 ¢cm; volumen fotal del lecho:
1 ml; flujo: 22 ml/hr; volumen de cada fraccién: 9 ml. Ya calibrada la columna se procedid
sromatografiar al exiracto crudo bajo las mismas condiciones.

El extracto crudo se separd en cinco fracciones que fueron cromatografiadas por separado
ra no sobrecargar la columna,. Al finalizar cada corrida se tomaron alfcuotas de 100 ul cada
a de cada fercer tubo para averiguar por bioensayo en donde se enconiraba la actividad hor-
nal,,

Los resultados fueron los siguientes:

Extracto crudo Volumen de elucién de la HND
12'ml (1740 t.0.) 270 - 306 ml
12 ml (1740 t.0.) 297 - 333 ml
13 ml (1890 t.0.) 297 = 333 ml
12ml (1740 t.0.) 270 - 315 ml
13 ml (1890 t.0.) 270 - 333 ml

En la figura (2 ) se muestra una gréfica representativa de los perfiles obtenidos en estas
ridas,

Después de averiguar en qué tubos se localizaba la HND, se unieron todas las fracciones
ivas de las cinco corridas y se concentraron en el evaporador rotatorio hasta un volumen de
ml.,

Se tomaron alfcuotas para determinar actividad hormonal y contenido de profefnas totales
el exiracto salido de esta cromatografia ( 1aSG25f) .

El bioensayo mosiré que se habfa recuperado toda la actividad después de este paso.

La determinacién de protefnas totales en el extracto 1aSG25f sefialé que habfa 1.246 g de

tefna .
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. Cromatografia en Sephadex G=25 fino .~ El material con actividad neurodepresora salido
1aSG25F se volvié a cromatografiar en la misma columna, variando en esta ocasidn el flujo,
n el fin de mejorar la resolucién y permitir que se separaran més los componentes del exiracto.
s condiciones fueron las que a continuacibn se mencionan. Dimensiones: 1,9 x 116 cm; volu-
n total del lecho: 329 ml; flujo: 16 ml/hr; volumen de cada fraccién: 5ml.

El extracto se dividié en ires fracciones que se cromatografiaron por separado. Al finalizar
da corrida se tomaron alfcuotas de 100 ul de cada segundo tubo para localizar a la hormona
* bioensayo .

Se obtuvieron los siguientes resul fados:

Exiracto 1aSG25f Volumen de elucién de HND
11.3 ml (3000 t.0.) 280 - 315 ml
11.3ml (3000 t.0,) 275 - 305 ml
11.3 ml (3000 t.0.) 275 - 310 ml

En la figura (3 ) se observa una gréfica representativa de los perfiles obtenidos en estas
ridas,

Se reunieron todas las fracciones activas de estas ires corridas y se concentraron en el eva-
«ador rotatorio hasta un volumen de 20 ml,

Se envid una alicuota para medir actividad por bioensayo y se observd que se habia recupe-
o &sta en su totalidad despu&’de este paso. Asimismo, se hizo una determinacién de protefna

al obteniéndose la cantidad de 393.3 mg.

Cromafograffa en Sephadex G-15.- En la calibracién de la columna de Sephadex G-15
1 dexirén azul al 2% se obtuvo un volumen de exclusién de 135 ml, con los parémetros que
ndican, Dimensiones: 1.9 x 113 cm; volumen fotal del lecho: 321 ml; flujo: 11 ml/hr; volu~

1de cada fraccién: 3.5 ml. Ya calibrada la columna se procedié a cromatografiar el extrac-

de 2a5G25F bajo las mismas condiciones. En esta ocasién se registrd la absorbencia a 206 nm
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Figura 2) la. Cromatograffa en Sephadex G=25 fino. LOTE 1, Dimensiones: 1.9 x 113 em;

flujo: 22 ml/hr; volumen de cada fraccién: 9 ml. Elucién con agua. La HND se

localiz8 en la zona sombreada.

630

615

50

-6Z-



o

20

30

40

/o 1254 wn

go

90

100

60 -

¥ T T T  § T T
—f f—
'l “ | ) 1 i 1 ) 2
100 150 200 250 300 3so 400

VOLUMEN (ml )

Figura 3) 2a. Cromatografia en Sephadex G-25 fino.~ LOTE 1, Dimensiones: 1.9 x 116 cm;
flujo: 16 ml/hr; volumen de cada fraccidn: 5 ml. Elucién con agua. La HND se
localizé en la zona sombreada

-08-



=31 -
1 254 nm simul thneamente en el Uvicord Ill. Al finalizar cada corrida se enviaron alfcuotas
100 ul de cada segundo tubo para localizar en donde se enconiraba la actividad neurodepre=-
a,

El exiracto de 2aSG25f se dividib en dos fracciones que se cromatografiaron por separado.

Extracto 2aSG25f Volumen de elucién de HND
10 ml (4500 t.0.) 266 = 273 ml

Debe mencionarse que en estas corridas se separd una fraccidn que en el bioensayo presentd
ividad neuroexcitadora, correspondiéndole un volumen de elucién de 262 y 259 ml respecti=
nente. ( En nuesiro laboratorio se ha demostrado la existencia de una hormona neuroexcitado-

2n la gléndula sinusal de Penaeus vannamel, y se han realizado intentos para obtener su puri=

acién. Datos no publicados).

En la figura (4 ) se muestra una gréfica en donde se aprecia la posicién en la que se locali=
on las hormonas,

Se concentraron las fracciones que presentaron actividad de HND en el evapo;'ador rotato~-
hasta un volumen de 7 ml,

El bioensayo revel que se habia recuperado la totalidad de la actividad biolégica después
este paso.

Por su parte la determinacién de profefnas indicd que se tenfan 91 mg de protefna en el ex-

sfo de 1aSG15,

Cromatograffa analftica en CM=celulosa .~ Se decidié probar el comporiamiento del exiracto
do de 1aSG15 en cromatograffa de intercambio iénico, como una alternativa al procedimien=-
fe purificacidn mediante métodos eleciroforéticos, tal como se habfa realizado anteriormen-
‘14 ). Por lo tanto, se montd una columna analftica de CM~celulosa en la forma ya descri-

ver MATERIALES Y METODOS, pag. 12). Se evapord una alicuota de 100 ul (128 t.0.) del
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racto de 1aSG15 con una corriente de nitrégeno y se resuspendib en 500 ul de acetato de
snio 50 mM, pH 4.7, De aquf se tomaron 20 ul y se diluyeron a 1 ml con el amortiguador
2 defermind su absorbencia en un espectrofotSmetro Carl Zeiss PMQ-Il, obteniéndose los

Jientes resul tados:

D.O.
280 nm 0,332 16.6 unidades DO ,/ml
254nm 0,530 26,5 unidades D ,O ,/ml

Las condiciones de la cromatografia fueron cmo se indica. Dine ensiones: 1.4 x 5.3 cm;

o: 18 ml/hr; volumen de cada fraccién: 1 ml; cantidad de muesira aplicada: 1.3.mg disvel-
en 500 ul.

Se aplicb la muesira y se eluy$ en la forma indicada (ver MATERIALES Y METODOS, pag. 13).
serfil obtenido a 254 nm se observa en la figura (5 ). Posterormente se evapord el contenido
los tubos con corriente de N2 con el fin de eliminar las sales vol&tiles. Esto se hizo en dos
siones, resuspendiendo en agua cada vez, A continuacidn se ley la absorbencia de las frac-
1es @ 230 nm y a 206 nm respectivamente . El perfil también se puede observar en la misma
wa (5).

Los tubos obtenidos se reunieron en doce fracciones, en la forma que se ilustra en la figura
), con el fin de no mandar muchas muesiras a bioensayo y con el objeto de determinar en
aa répida como se habia comportado la actividad neurodepresora bajo estas condiciones.

El bioensayo reveld que habfa hormona en la fraccién VII ( tubos 37 = 39 ), en la fraccién

(tubos 40 - 41 ) y en la fraccién IX (tubos 42 - 45 ), Estos datos implicaron que la HND
abfa retenido en la columna de CM-celulosa.bajo las condiciones empleadas.

Con el fin de analizar el estado en que se encontraba la actividad elufda en estas fraccio-
se decidié hacer una electroforesis analftica a pH 1.8 (ver MATERIALES Y METODOS, pag.

3 ) de alfcuotas correspondientes a 20 ul cada una. Los resuligdos fueron los siguientes:

caccién V1l mostd una mancha en el origen, cloro (+) y ninhidrina (=), como se observa en
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la figura ( 6 ). Ni la fraccién VIII ni la fraccién IX revelaron manchas positives a las
tinciones con ninhidrina o cloro. Estos resultados podrian indicar que las cantidades utili-
zadas fueron muy pequefias y que se encontraban fuera del Ifmite de sensibilidad de la
técnica.,

Debido a que en la fraccién VI se encontrd actividad neurodepresora y una sola
mancha que se comportaba electroforéticamente en forma similar a la HND, con respues-
tas caracteristicas a las tinciones empleadas, se decidié utilizar a la cromatografia de

intercambio iénico en forma preparativa.

Cromatografia preparativa en CM-celulosa.- Se tomaron 10 g de CM-celulosa y se
trataron por el método descrito ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 13 ). la columna,
equilibrada en acetato de amonio 50 mM, pH 4.7, quedd en las siguientes condiciones:
Dimensiones: 1.5 x 27 cm; flujo: 40 ml/hr; volumen de cada fraccién: 6.5 ml. Se aplica-
ron 4500 t.o. disueltos en 4 ml del amortiguador inicial. Se eluyd bajo las condiciones
sefialadas, utilizando un gradiente de 50 mM a 500 mM, El registro de esta corrida a
254 nm se muestra en la figura (7 ).

Nuevamente, con el objeto de no mandar demasiados tubos a bioensayo, se reunie-
ron nueve fracciones de la siguiente manera:

Fraccion Tubos

1 - 18, zona de carga, acetato de amonio 50 mM,pH 4.7
19 - 36, zona de lavado, acetato de amonio 50mM,pH 8.0
37 - 45, gradiente
46 - 55, gradiente
56 - 65, gradiente
66 - 75, gradiente
76 - 85, gradiente
86 - 95, gradiente
96 =105, gradiente

NV oONOTOL A WN —

En la fraccién 1 ( zona de carga ) se enconird actividad de HND correspondiente a
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Figura 6) Electroforesis analftica de la fraccién Vil de CM-celulosa
apH1.8.
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400 t.0., lo que indica que dicha fraccién no se retuvo en la columna.
En la fraccién 8 se enconiré actividad de HND equivalente a 2100 t.o. Esta frac-
ién si se retuvo en la columna,
También se detectd actividad neuroexcitadora en la fraccién 6.

La zona del gradiente en que eluyd la hormona neurodepresora se ubicd entre 370 -
35 mM de acetfato de amonio, pH 8.0, como se aprecia en la figura (7 ).

Este experimento mosird que alrededor del 47% de la actividad original en el exirac-
« fue refenida en la columna de CM-celulosa, .lo que corresponde a aproximadamente
100 t.o. puri%icodos de esta manera,

El siguiente paso consistié6 en efectuar electroforesis analfticas del extracto purificado
1 CM=celulosa, a pH 1.8 y pH 10,0 ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 9,13 ). Las
as de electroforesis se tifieron con los métodos de ninhidrina y cloro ( ver MATERIALES
‘METODOS, pag. 9 ). En la figura ( 8 ) se muestran los resultados. A pH 1.8 se obtu-
» una mancha en el origen, cloro (+) y ninhidrina ()} a pH 10.0, una mancha en =1,
-oro (+) y ninhidrina (=), y otra mancha ninhidrina (+) y cloro (-) en -7, ésta Gltima

sabe que corresponde a un confaminante del amortiguador de pH 10,0 y también apa-
ce en los controles negativos.

En funcidn de estos resultados se decidid hacer una.electroforesis y cromatografia en
-pa delgada, analftica, de acuerdo al método descrito ( ver MATERIALES Y METODOS,
g. 14 ). Se aplicd una alicuota de 60 ul (50 t.0.) de la fraccién 8 de CM-=-celulosa

punto sobre la placa y se corrié el experimento. Como se puede observar en la figura
? ), aparecié una manche tenue y difusa que se mantuvo electroforéticamente en el ori-

n, y-que en la cromatografia recomrié 8.5 cm.El frente del solvente recorrié 12,5 cm;

-+ lo tanto el Rf fue de 0.68.

Debido a que este resultado no fue concluyente, pues como se mencioné la muesira
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Figura 8) Electroforesis analftica a pH 1.8 y pH 10,0 del exiracto salido de
CM- celulosa (fraccién 8).
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Figura 9) Electroforesis y cromatografia en capa delgada. 50 t.o.
Condiciones: Electroforesis, 500 V, 45 min, pH 6.0,
_Cromatografia: n-butanol:éc . acético:agua (4:1:5,v/v/v)
fase orgénica. 2 hrs. Tincién con cloro,
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observé muy difusa, se decidié hacer una cromatografia en capa delgada ( ver MATE=-
ALES Y METODOS, pag. 15 ) con mayor cantidad de muestra. Por lo tanto se tomaron
5 ul (100 t.0.) y se aplicaron en banda a la placa cromatogréfica, corriéndose en las
ndiciones indicadas durante dos horas. La tincién con cloro mosird el resultado que se
stra en la figura ( 10 ): 3 manchas claras y una dudosa, que se encimaba con el sol-
nte, Los Rf obtenidos para cada una fueron los siguientes. Mancha A: Rf=0.176 man-
a B: Rf=0.408; mancha C: Rf=0.480; mancha D: Rf=0,544,

Estos resultados nos hicieron concluir que el exiracto salido de CM=-celulosa aln
:sentaba contaminantes, por lo fanto se decidié hacer eleciroforesis analfticas a pH 3.5
oH 6.0 para ver si en esas condiciones se podrfan separar los contaminantes,

Se aplicaron 50 t.0. a cada tira doble de papel y al finalizar las corridas se tifie-
1 por los métodos de ninhidrina, Pauly y cloro.

En la figura ( 11 ) se muesiran los resultados. A pH 3.5 se observaron tres manchas
sitivas al cloro: en el origen, en =2, y en =12, Con ninhidrina aparecié una sola man-
1 en =12, La tincidn con Pauly resulté negativa. A pH 6.0 se observaron dos manchas
sitivas con cloro: en el origen y en -4, Con ninhidrina aparecié una mancha en +2,
tincién con Pauly resultd negativa.

Como se demosird que eleciroforéticamente se podian separar los contaminantes se
3idié llevar a cabo una electroforesis preparativa a pH 6.0 ( ver MATERIALES Y METO-
)S, pag. 14 ). Se concenird el exiracto salido de CM-celulosa hasta un volumen de
) ul, y se aplicaron 300 ul a cada hoja de electroforesis. Después de la corrida se re-
t6 un margen para tefiirlo con cloro, se observaron las mismas manchas que en la elec-
‘oresis analftica y entonces se procedié a extraer la hormona del papel, recortando a
largo de la hoja de +0.6 a =1.5 cm del origen. Posteriormente la hormona se eluy

1 agua por el método ya descrito ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 14 ). Los fil=
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Figura 10) Cromatografia analftica en capa delgade de 50 t.0. del
extracto de CM-celulosa. Condiciones: n=butanol:c . acético:

agua (4:1:5, v/v/v), fase orgénica. 2 hrs. Tincién con cloro.
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ados se conceniraron en el evaporador rotatorio hasta un volumen de 1 ml.

Nuevamente se decidié ver el grado de pureza alcanzado, mediante la combinacién
» electroforesis y cromafogrt‘:ffo en capa delgada. Se aplicaron 75 ul (110 t.0.) y se de-
rrollé la técnica. La tincién con cloro mostrd los resultados que se ilustran en la figura
12 ): dos manchas, una desplazada hacia =1 cm en la electroforesis y en la cromatogra=
1 con un RfF=0,496 y la ofra desplazada hacia =2 y con un Rf cromatogréfico de 0.232,
ta Gltima mancha mosird un comportamiento raro a la tincién ya que aparecid aproxima-
imente una hora despuds de haber tefiido y se vié6 muy tenue y difusa.

También se realizaron eleciroforesis analfficas a pH 1.8, pH 3.5, y pH 10.0 para
t el estado de la muesira en dichas condiciones. Se i con cloro y ninhidrina. Se apli-

el equivalente a 50 t.o. en cada tira. Los resultados se observan en la figura ( 13 ).

pH 1.8 se vié una mancha cloro (*), ninhidrina (-) en el origen. A pH 3.5 se observd
a mancha cloro (+), ninhidrina () en el origen, y ofra no muy clara en -4, A pH 10.0
vid una mancha cloro (+), ninhidrina (=) en el origen.

Por ofra parte se volvié a realizar el andlisis en electroforesis y cromatografia en

pa delgada. Se aplicaron 20 ul del exiracto (50 t.o.) y la fincidn reveld tres manchas,
como se ve en la figura ( 14 ). Una mancha en el origen electroforético y Rf croma-
yréfico de 0.491; una mancha hacia =2 ¢cm y RF=0.508, y una tfercera mancha que co-

5 hasta =7.3 e¢m con un Rf=0,508.

En vista de estos resultados se decidid someter al exiracto con HND a una serie de
sciroforesis preparativas con el fin de eliminar los contaminantes. Se empezd con una
ictroforesis preparativa a pH 10,0, Al tefiir un exiremo de la hoja se observd una man-
1 cloro (+) en el origen, y otra cloro (+) en =2, Se recortd de +1 a =1 y se exirajo la
‘mona por el método acostumbrado.

Se concentrd el filirado obtenido de pH 10.0 hasta 250 ul y se hizo una elecirofo-
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Figura 12) Electroforesis y cromatografia en capa delgada del exiracto
de pH 6.0, Condiciones.- Eleciroforesis: 500V, 45 min, pH 6.0,
Cromatografia: n-butanol:éc. acético:agua (4:1:5, v/v/v),
fase orgénica, 2 hrs. Tincién con cloro.
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Figura 13) Electroforesis analiticas a pH 1.8, pH 3.5 y pH 10.0 del extratio salido de
pH 6.0.
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Figura 14) Eleciroforesis y cromatografia en capa delgada del exiracto
salido de pH 6.0. Condiciones .~ Eleciroforesis: 500 V, 45 min,
pH 6.0, Cromatografia: n-butanol:éc . acético:agua (4:1:5,v/v/v),
fase orgénica. 2 hrs. Tincidn con cloro.
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iis preparativa a pH 1.8. Nuevamente, al tefiir se obtuvo una mancha cloro (+) en el
gen. Se recortd de +0.4 a =0,7 y se exirajo la hormona del papel. Se concenird has=-
300 ul.

Se realizd una eleciroforesis preparativa a pH 3.5. Se observd una mancha en el
gen cloro (). Se recortd de 0,2 a =0.8 y se exirajo la HND en la forma descrita.

filirados se conceniraron hasta 1 ml.

Se decidié volver a observar el comportamiento de la solucién que contenia a la
mona en eleciroforesis y cromatografia en capa delgada. Se aplicaron 50 t.o. y se co-
sron bajo las condiciones ya conocidas. Tal como lo indica la figura ( 15 ), se obser-
on fres manchas positivas a la tincién con' cloro: una en el origen eleciroforético y con
Rf=0.5; oira que se desplazd hacia ~3.3 cm en la electroforesis y que fuvo un Rf=0,525;
inalmente otra més (que aparecié alrededor de una hora después de la tincién) que se
plazé hacia =1.2 em con un RF=0,189,

También se hizo una electroforesis analftica a pH 6.0, de 50 t.0. La tincidén reveld
1 mancha cloro (+) en el origen, y una muy tenue y difusa en =7, como se aprecia en
figura (16 ).

Se pensd que era convenienfe someter el exiracto salido de pH 3.5 a una electrofore-
preparativa a pH 6.0 . Se aplicaron 200 ul (950 t.0.) y después de tefiir un exiremo de
hoja se vié un resultado similar al obtenido analfticamente. Se recorid desde el origen
ta =1 y se recuperd la hormona por el méiodo acostumbrado. Los filirados se concentra-

hasta 500 ul,

Una vez més se aplicd el criterio de la electroforesis y cromatografia en capa delga-
para analizar el estado de pureza de la muestra. Se aplicaron 50 t.0. Después de la
cidn se observd una sola mancha cloro (+) en el origen y con un Rf=0.520, tal como se

ecia en la figura (17 ).
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Figura 15) Electroforesis y cromatografia en capa delgada del extracto
salido de pH 3.5, Condiciones.~ Electroforesis: 500 V, 45 min,

pH 6.0. Cromatografia: n-butanol:éc. acéticosagua @:1:5,v/v/v),
fase orgénicd. 2 hrs. Tincién con cloro.



- 49 -

®

cloro

Figura 16) Electroforesis analftica a pH 6.0 del exiracto salido &
PH 3.5.
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Figura 17) Electroforesis y cromatografia en capa delgada del extracto
salido de pH 6.0. Conciciones .- Electroforesis: 500 V, 45 min,
pH 6.0. Cromatografia: n-butanol:&c. acético:agua (4:1:5, v/v/v),
fase orgénica. 2 hrs. tincién con cloro.
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Este resultado indicé que, cuando menos a este nivel de anélisis la muestra se encon-
aba libre de contaminantes, Ademés se comporfaba electroforética y cromatogréficamente
el sistema desarrollado, tal y como se habfa observado en ofras ocasiones ( 14 )e
Después de este largo proceso de purificacién se obtuvieron alrededor de 950 t.o.
partir de los 2100 que habian salido de CM~celulosa (pag. 37). El resto se usé en prue-

s analfticas y bioensayos.

or ofra parte se tomd el remanente de 4000 t.0. del Lote 1 que habfan salido de 1aSG15
se decidié6 volverlos a recromatografiar. por una columna de Sephadex G-15, bajo las
indiciones que se indican, Dimensiones: 1.9 x 117 cm; flujo: 20 ml/h; volumen de cada
accidn: 4.5 ml, Como se indica en la figura (18 ) la actividad neurodepresora se loca=
25 en un volumen de elucién de 288 ~ 328 ml.

Después de concentrar las fracciones activas, el bioensayo indicé que en realidad se
nia una actividad equivalente a 3200 t.o.

Dicho exiracto de 3200 t.0. se dividié6 en dos fracciones: una fraccién A correspon=-
ente a 1750 t.0., y una fraccidén B correspondiente a 1450 t.0.; con la infencidén de pu-
‘icar a la fraccién A por métodos electroforéticos y a la fraccién B por cromatografia de
tercambio iénico en CM-celulosa.

Se concentrd la fraccién A (1750 t.o.) hasta 250 ul y se aplicaron a una hoja de
apel Whaiman para hacer una electroforesis preparativa a pH 10.0. Se tifid un exiremo
: la hoja con cloro y se observaron manchas positivas en el origen, en +1, +2, +3 y H4,
or lo tanfo se recortd de +0.2 a =0.6 y se exirajo el papel por el méiodo acostumbrado,
: concenird hasta 250 ul.

A continuacidn se realizé una electroforesis preparativa a pH 1.8 del material salido

» pH 10.0. Al tfefiir un exiremo se observaron manchas positivas al cloro en el origen y
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Figura 18) Cromatograffa en Sephadex G-15 de 4000 t.o. después de 1aSG15, LOTE 1,
Dimensiones: 1.9 x 117 ecm; flujo: 20 ml/hr; volumen de cada fraccién: 4.5 ml .,
Elucién con agua. La HND se localizé en la zona sombreada.
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n =6, Se recortd de 0.2 a 1.2, Se exirajo la hormona del papel y se concenir has-
250 ul,

En seguida, se hizo una eleciroforesis preparativa a pH 3.5 del exiracto salido de
1.8. Se observaron manchas cloro (+) en el origen y en =12, Se recort§ de 0.2 a
3 y se exirajo el material. Se concentrd hasia 250 ul.

Finalmente, se efectud una electroforesis preparativa a pH 6.0 del material salido de
3.5. Se obtuvieron manchas positivas en el origen, en =3 y en =7. Se recortd de 0.4
‘. La hormona se exirajo del papel por el método acostumbrado y se concenird hasta
1 ul,

En la figura ( 19 ) se pueden apreciar los patrones de manchas obtenidos en los:
remos de las hojas que se tifieron, correspondientes a los pasos eleciroforéticos realizados.
Ahora se decidié analizar el grado de pureza obtenido mediante eleciroforesis y cro=
tografia en capa delgada, bajo las mismas condiciones que ya se indicaron. Se aplicaron
ul correspondientes a 50 t.o. El resultado de la tincién con cloro mostd una sola man=-
4 positiva que se mantuvo eleciroforéticamente en el origen y en la cromatografia pre=-

t6 un Rf=0.529, como se observa en la figura ( 20 ).

Este tipo de andlisis mostrd que la fraccién A se encontraba ya libre de confaminan=
visibles para la sensibilidad del método, y que la muestra poseia las mismas caracteris-
3s electroforéticas y cromatogréficas que la que se habfa obfenido por un proceso més
go (pag. 51).

Por lo fanto se decidié reunir a la fraccién de 950 t.o. con la de 1700 t.0., cons-
syendo 2650 t.o. que se enconiraban en el mismo grado de pureza,

Se analizé una alfcuota de 12 ul (30 t.0.) por bioensayo para ver si la actividad
respondfa a lo que se fenfa. El resultado mosird aproximadamente un 15% més de acti-

lad de lo que se pensaba, lo que indicdé que entonces en esa muesira se tenfa el equi-
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Jra 19) Extremos de las hojas de electroforesis preparativas a pH 10.0, pH 1.8, pH 3.5
y pH 6.0 del exiracto de 2a5G15 (1750 t.0.)
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Figura 20) Electroforesis y cromatografia en capa delgada del exiracto de
pH 6.0 (1750 t.0.). Condiciones.- Electroforesis: 500 V, 45 min,
pH 6.0, Cromatografia: n-butanol:c . acético:agua (:1:5, v/v/v),
fase orgénica. 2 hrs, Tincién con cloro. .



ente a 3000 t.o. aparenfemente puros por criterios electroforéticos y por electroforesis
sromatograffa en capa delgada.

Con el fin de <analizar el estado de pureza de esta muestra por ofros criferios, se la
matografié en una columna de Sephadex G-15, registrando a 206 nm, con el Uvicord
. Las condiciones fueron las siguientes, Dimensiones: 1.9 x 107 cm; flujo: 10.5 ml/hr;
umen de cada fraccidén: 2,3 ml. Se obtuvo un pequefio pico adelante del volumen vacio,
2> eluyd a los 152 ml, Después aparecié un solo pico que comenzd a eluir a los 225 ml
ermind de eluir a los 248 ml, En esta zona se enconird la actividad neurodepresora. El
fil de la gréfica se observa en la figura ( 21 ). Como se ve el pico no fue completa-
nte siméirico, por lo que se tfomaron Gnicamente las fracciones correspondientes a la
te ceniral del pico,. Estas fracciones se concentraron hasta 400 ul.

De esta solucidén se tomb una alfcuota de 130 ul (1000 t.0.), correspondiente a una
cera parte del total y se envié a la Universidad de Yale para que el Dr. Paul Fletcher
rerminara la composicién de aminoéicidos en un analizador Durrum D-500.

La muestra fue tratada tal como se menciond en la seccién anterior ( ver MATERIALES

Los resultados obtenidos para una alfcuota correspondiente a 100 t.0. fueron los si-
entes:

Aminoécido nanomoles factor de nanomoles enconirados

correccibén corregidas
Asp
Thr
Ser
Glu
Cly
Ala
Val
Leu
Tyr
Phe
His

Lys
Ara

0.95 0.13
0.90 0.28
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Figura 21) Cromatograffa en Sephadex G-15 del exiracto purificado de 3000 t.o.
Dimensiones: 1.9 x 107 cm; flujo:10.5 ml/hr; volumen de cada fraccién:
2.3 ml; elucién con agua. La HND se localiz8 en la zona sombreada.
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De acuerdo a estos datos la molécula contendria enire 12 - 14 aminofcidos.

Los resultados para el anélisis de una muesira comrespondiente a 500 t.o. fueron los

vientes:
Aminoécido nanomoles factor de nanomoles encontrados
correccidén  corregidas
Asp 0.41 0.8 1
Thr 0.47 0.95 0.49 1.2 1
Ser 0.70 0.90 0.77 1.9 2
Glu 0.44 1.1 1
Pro 0.12 0.3 -
Cly 0.87 2,1 2
Ala 0.54 1.3 1
Val 0.21 0.5 0-1
lle 0.11 0.3 -
Lev 0.21 0.5 0-1
Tyr 0.27 0.7 0-1
Phe 0.08 0.2 -
His 0.97 2,4 2
Lys 0.21 0.5 0-1
Arg 0.20 0.5 0-1

En funcién de estos datos existen entre 10 = 15 aminoécidos en la molécula.,

A partir de estos Gltimos dafos se calculd la cantidad de protefna existente en la
esira analizada, calculando un peso molecular para la HND de 1200 daltones, en base
Jatos obtenidos anteriormente ( 14 ), Por lo tanto se determind que en los 130 ul que
enviaron habian 11.8 nanomoles, asf que en los 400 ul originales existian 36.31 nano-
les, equivalentes a 43,57 ug de protefna en la solucién de 3000 t.o0.

Al exirapolar estos datos en el esquema de purificacién del Lote 1, se habrian obfe~-

o los resultados que se muesiran en la Tabla I,

Etapa Cantidad de tallos Activ, especifica Purificacién
protefna (mg) oculares (te0./mg protefna) (veces)
:tracto crudo 6200 9000 1.451 1
aSG25f 1246 8917 7.156 4,932
2aSG25f 393.3 8835 22,463 15.481
aSGl15 91 8775 96.428 66 .456

ispués de elec-
of. a 4 pH 0.116 8000 68965.5 47529 ,647
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Por ofra parte, a una alfcuota de 20 ul (150 t.0.) del extracto purificado de HND
lle determind su especiro de absorcién en el rango de 200 nm a 330 nm, en el Unicam
700 tal como se indicé anteriormente ( ver MATERIALES Y METODOS, pag.15 ). Tal
10 se observa en la figura ( 22 ), se obtuvo absorcién entre 200 = 240 nm.,

Con el objeto de determinar la composicién de aminofcidos del péptido en nuestro
oratorio se decidié utilizar la técnica de dansilacién en la forma mencionada en la sec-
n anterior ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 16 ).

Como pairdn positivo para la técnica se utilizé al péptido S de la ribonucleasa, cu-
composicidn y secuencia de aminodcidos son bien conocidas.

Se tomaron dos nanomoles de péptido S de la ribonucleasa y se dansilaron. La croma-
rafia desarrollada con el sistema de solventes di el panorama que se muesira en la fi-
a (23 A ), mostrando ademés de los subproductos normales de la reaccién, una mancha
1 fluorescencia amrilla intensa en el punto de aplicacién, correspondiente al DNS-péptido.

El resto del tubo de reaccién se sometid a una hidrdlisis &cida, como se describid.
observar el resultado de la cromatografia bidimensional bajo la luz ultravioleta se obser-
on, ademds de DNS-OH y DNS-NH2, manchas correspondientes a di=DNS-Lys y a
DNS-Lys, lo que es congruente con el resultado esperado ya que el péptido S de la
snucleasa contiene Lys en su grupo amino terminal y ademés una Lys interior,

El contenido del tubo volvié a dansilarse, se corrié la cromatografia y al finalizar
obtuvo la siguiente composicién de aminocidos para el péptido S de la ribonucleasa:

1» Ser, Thr, Ala, Phe, (Met), His, Asp, Lys, Glu.
Los resultados se ven en conjunto en la figura ( 23 ),
Una vez probado el método se aplicd a una alfcuota de 250 t.o. de la muesira pu-

cada de HND de Pemaeus vannamei.

La dansilacién inicial mosird DNS-OH, DNS-NH2, di-DNS-Lys, (DNS-His y DNS-Asn

Insas) v una mancha con fluorescencia amarilla en las inmediaciones de la DNS-NH2.
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Figura 22) Espectro de absorcién de HND en el uliravioleta,
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“igura 23) Péptido S de la ribonucleasa (2 nanomoles).— A) Dansilacién: 1) DNS-péptido
(amarillo), 2) DNS=OH, 3) DNS=NHso. B) Dansilacién e hidrlisis: 1)di-DNS-Lys,
2) =DNS-Lys, C) Hidrlisis y dansilacidén: 1) DNS-Arg, 2) DNS-Ser,
3) DNS-Thr, 4) DNS-Met=sulfona, 5) DNS-Asp, 6) DNS=Glu, 7) DNS-Alaq,
8) DNS-Phe (DNS-Met), 9) di~DNS-Lys, 10) DNS-His.
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icha mancha podria corresponder a un DNS-péptido pequefio.

Después de la hidrélisis Gcida se observé que la mancha con fluorescencia amarilla
saparecié de la plaquita y también que aument$ la fluorescencia correspondiente a la
=DNS-Lys; las demés manchas desaparecieron, Esto podrfa indicar que la mancha con
sorescencia amarilla era un péptido pequefio con Lys en su grupo amino terminal.

Después de volver a dansilar el producto de la hidrdlisis &cida y correr la cromaio-
affa no se observd ninguna mancha. Estos resultados tal vez indicaban que se habfa co-
cado menor muesira de la necesaria para tener una buena deteccién.

Todos estos resultados se observan en la figura (24 ).

Para comprobar si un péptido pequefio al dansilarse podria correr en el sistema de
Iventes usado, se corrié un experimento en donde se dansild por una parte penta-alanina
por ofra el tripéptido Leu~Gly-Gly, El resultado se observa en la figura ( 25 ). Como
:puede apreciar, en efecto hubo un corrimiento de ambos DNS-péptidos, y aln més,
istraron una fluorescencia ligeramente amarillenta, aunque no tan intensa como la obser=
da para el caso del péptido S de la ribonucleasa o el peptidito que se dansilé en la so-
:i6n de homona. Tal vez la intensidad de la fluorescencia amarilla se vea estimulada

r la presencia de Lys en el grupo ~NH2 terminal,

Dado que el aminograma realizado en la Universidad de Yale mostrd la presencia de
stidina, se decidid aplicar una alfcuota de 55 t.0. de la solucién de HND purificada
punto sobre un papel filiro y tedirla por el método de Pauly. El resultado fue la apa-
i6n de una manchita rojiza muy tenue, lo que es indicativo de la existencia de histidi-

en dicha muesira,
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Figura 24) 250 t,0, HND.~ A) Dansilacién: 1) DNS-OH, 2) DNS-NH2,
3) di-DNS~Lys, 5) DNS-Asn, 6) DNS-His, 4) fluorescencia amarilla.
B) Dansilacién e hidrélisis: 1) di~-DNS-Lys.
C) Hidrélisis y dansilacién.



Figura 25) A) Dansilacién de 2 nanomoles de penta-alanina.
B) Dansilacién de 2 nanomoles de Leu-Gly-Cly.
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Una vez més se analizé el comportamiento de la muestra purificada (de la cual que-
>an aproximadamente 1700 t.0.) por cromafograffa en Sephadex G-15. Las condiciones
wron las que se mencionan a continuacién. Dimensiones: 1,6 x 85 cm; flujo: 9 mi/hr
umen de muestra: 1 ml; volumen de cada fraccién: 4 ml. En esta ocasibén se corrib la
matografia en una columna LKB que dispone de un mejor sistema de inyeccién de la
estra, Se registrd simultGneamente a 206 nm: 0,1 AUFS, y a 280 nm: 0,02 AUFS, aco-
:ndo dos Uvicord S a la salida de la columna, El perfil obtenido se muesira en la figu-
(26 ), Como se aprecia se obtuvieron ires picos, un; que eluyd a los 104 ml, oifro a
124 ml, y otro que eluyd a los 132 ml, La actividad neurodepresora se localizb en el
o que eIuyS a los 124 ml, Esta fraccién se concenird hasta 400 ul, Por bioensayo se
emind que la actividad biolégica'habfd disminuido hasta el equivalente a 1000 t.o.

Nuevamente se cromatografié a dicha fraccién en Sephadex G-15 bajo las siguien=
condiciones, Volumen de muestra: 1 ml; dimensiones: 1.6 x 85 cm; flujo: 10.5 mi/hr;
umen de cada fraccién: 3 ml. Se registrd a 206 nm: 0.1AUFS, y a 280 nm: 0,02 AUFS,
ulténeamente, El resultado se observa en la figura ( 27 ).'Ofra vez se obtuvieron ires
os, eluyendo a los 102 ml, 117 ml y 123 ml, La actividad s;"ij;ocalizé por bioensayo
la fraccidn que eluyd a los 117 ml. La muesira se concenird hasta 350 ul,

Posteriormente se hizo un anélisis de 500 t.0. de esa fraccidén por cromatografia
Jida de alta presién (HPLC), bajo las condiciones del programa 1 ( ver MATERIALES
VETODOS, pag. 19 ). Se registrd a 212 nm en un espech'ofc;hSmeh'o Beckman DB, Las
:stras se recogieron por bloques, tal como se explicd anteriormente ( ver MATERIALES
WETODOS, pag. 22 ).

Se enconird actividad biolégica muy disminuida en la regién 1L, como se indica en

Figura ( 28 ). El control positivo para el bioensayo de una alfcuota no cromatografiada

esa muesira mosird muy poca actividad.
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Figura 26) Cromatografia en Sephadex G=15 de 1700 t.0 .~ Dimensiones: 1.6 X 85 cm;
flujo: 9 ml/hr; volumen de cada fraccién: 4 ml; elucién con agua. La HND
se localizb en la zona sombreada.
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Figura 27) Cromatografia en Sgphcdex G-15de 1700 t.0.~ Dimensiones: 1.6 x 85 cnp
flujo:10.5 ml/hr; volumen de cada fraceién: 3 ml; elucién con agua. La
HND se localiz en la zona sombreada.
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Figura 28) Corrida L en HPLC, Lote 1. 500 t.0. Gradiente de metanol 10 = 100%, TFA 5 mM.
Programa 1, Coleccién en bloques. La HND se localizé en la zona sombreada.
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Por ofra parte, la fraccién B correspondiente a 1450 t.o, del Lote 1 (ver pag. 51)
fue purificada en CM—celulosa, como se habla propuesto, sino que se cromatografié
:ctamente en HPLC, bajo las condiciones del programa 1, para compararla con el pa-
1 obtenido de la fraccién A, La gréfica de la corrida M se oE;serva en la figura ( 29 ).
esta ocasién no se detectd actividad biol8gica en ninguna de las fracciones colectadas

2n el control positivo de dicha muesira,

Debe mencionarse que en la época en que se realizaron estos experimentos (los de
.C), existian mGltiples problemas con la determinacién de actividad en el bioensayo,
10 se menciona en la seccién de DISCUSION ( ver pag. 138 ), y tdl vez a eso puedan

bufrse los Gltimos resultados.
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E 2),~ Se inicié a partir de una preparacién de 7000 t.0. que se habia extrafdo con
sropSsito de purificar hormona neuroexcitadora, Debido a que en el paso de purificacién
cromatfografia en Sephadex G=15 (ver pag. 31) hay una separacién de la hormona neu-
xcitadora y la hormona neurodepresora, las fracciones activas en cada caso se trabajaron
separado a partir de dicha etapa.

Por lo tanto este lote se habfa tratado siguiendo la misma metodologia descrita para
Lote 1 hasta el paso de la la, cromatografia en Sephadex G-15. La GOnica variante
icho esquema fue la adicién de tiodiglicol (TDG) al 0.1% como antioxidante.

Al recibir este lote se decidié recromatografiarlo en Sephadex G~15 con la intencién
eliminar el TDG. Las condiciones se mencionan a continuacién. Dimensiones: 2.6 x 86

flujo: 14 ml/hr; volumen de muesira: 2 ml; volumen de cada fraccién: 6.7 ml; se re=-
8 a 206 nm: 0.5 AUFS, y a 280 nm: 0.5 AUFS, simulténeamente, El resultado se ob-
ra en la figura ( 30 ). La actividad neurodepresora aparecié en el pico que eluyd a
380 ml. Las fracciones activas se concentraron hasta 200 ul,

Se hizo una electroforesis preparativa a pH 10,0 del material salido de Sephadex
15, La tincién con cloro mosirtd una mancha blancuzca en el origen, debida a contami-
ién con restos de tiodiglicol. Por lo fanto se recortd de 0,5 a =1.5 y se recuperd la
mona por el método usual. Se concentrd hasta 100 ul,

Para eliminar el TDG se realizé una cromatografia ascendente en papel en forma pre-
ativa ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 17 ). Se aplicd la muesira y como conirol

puso a un lado una alfcuota de 50 t.0. de HND de Procambarus bouvieri (purificada por

otros). La tincién con cloro revelé el resultado que se aprecia en la figura ( 31 ), Co-
se observa, la mancha correspondiente a HND de P, bouvieri tuvo un Rf=0,395, junto

lla se presentd una correspondiente a P. vannamei; también se vié otra mancha con un
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Figura 30) Cromatografia en Sephadex G=15 de 7000 t.0. Lote 2.~ Dimensiones:2.6 x 86 cm;

flujo: 14 ml/hr; volumen de cada fraccién: 6.7 ml; elucién con agua. La HND
se localizé en la zona sombreada.
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Figura 31) Cromatografia ascendente en papel de 7000 t.o. después
de pH 10.0.
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=0,589 y una blancuzca con un Rf=0.719, debida al TDG, Por lo tanto se recortd el
pel de 4,5 a 6.5 cm del punto de aplicacién y se recuperé la homona en la forma
sostumbrada, Se concenird hasta 150 ul,

Esta fraccién fue sometida a una electroforesis preparativa a pH 1,8, Se obtuvo una
incha en el origen, ofra en +4 (muy tenue) y una blancuzca en =12, Se recorid de
1.5 a =1.5 y se exirajo la hormona del papel. Se concentrd hasta 200 ul.

A continuacién se realizb una eleciroforesis preparativa a pH 3.5 del material salido
pH 1.8. Se observé una mancha en =1, Se recorté de 40,5 a =1, Después de extraer
hormona se ‘concentr hasta 200 ul,

A dicho exiracio se le hizo una eleciroforesis preparativa a pH 6,0, Se observd una
a mancha en el origen, Se exirajo la hormona del papel y se concentrd hasta 1 ml,

Este material se cromatografié en una columna de Sephadex G-15 bajo las siguientes
ndiciones, Dimensiones: 1.6 x 85 cm; flujo: 8.8 ml/hr; volumen de cada fraccién: 3 ml.,
-registrd a 206 nm: 0.2 AUFS, y a 280 nm: 0,02 AUFS, La gréfica obtenida se observa

la figura (32 ). La HND eluyd en un volumen de 146 ml.

Con este material se decidié proseguir la purificacién con la técnica de cromatografia
vida de alta presién. Los primeros pasos fueron dirigidos a probar una serie de condicio-
; con el objefo de identificar el comportamiento de la hormona neurodepresora en este
ema.

Se probaron las condiciones del programa A ( ver MATERIALES Y METODOS, pag.l18),
ectando 100 t.0. Se colectaron por separado los picos eluidos y después de evaporar con
para eliminar al acetonitrilo, se mandaron alicuotas a bioensayo, Como se observa en
figura ( 33 ) la actividad neurodepresora eluyd en el primer pico en forma mayoritaria,
aque también se observd un poco en el segundo. En esta forma se realizaron cinco corri-

, v la actividad se localizé en uno u ofro pico.

Se probaron fambién las condiciones del programa B ( ver MATERIALES Y METODOS,
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. 18 ) inyectando 100 t.0. Nuevamente se colectaron por separado los picos eluidos,
gréfica obtenida se muestra en la figura ( 34 ). Nuevamente la actividad se enconird
artida en ambas fracciones.

Se decidié comparar el efecto de metanol sobre el sistema y para ello se utilizaron
condiciones del programa C ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 19 ). La gréfica
ocaliza en la figura ( 35 ). En esta ocasién la hormona aparecié en un solo pico, co-
se indica, Sin embargo, al repetirse el experimento, bajo las mismas condiciones, el
1ltado fue diferente, como puede apreciarse en la misma figura ( 35 ).

Posferionn.enfe, se probaron las condiciones mencionadas en el programa D ( ver MA-
IALES Y METODOS, pag. 19 ). En la figura ( 36 ) se muestra una gréfica representa=
1 de esta serie de corridas analfticas. Bajo estas condiciones se observd que la HND
etenfa en la columna, y que elufa con una concentracién de 45% de metanol.

Con estos Gltimos resultados en mente, se decidid optimizar las condiciones de este
mo programa para utilizarlo en forma semipreparativa, de manera que se pudiera purifi-
a este lofe de hormona por este método.

Por lo tanto, el resto de este lote se cromatografié bajo las condiciones del programa 1
2r MATERIALES Y METODOS, pag. 19 ). Se colectaron por separado los picos eluidos
2 mandaron a bioensayo alfcuotas para localizar la actividad biolégica. De acuerdo a
datos obtenidos, la HND aparecié en el pico que eluye con 80% de metanol, tal como
suede observar en la figura ( 37 ). Dicho resultado se obtuvo en dos ocasiones, y poste=
mente, se siguié recogiendo ese pico Gnicamente por su aparicién en el cromatograma,
fue muy reproducible a lo largo de las corridas A - H,

Todas las fracciones correspondientes al pico de 80% de metanol se reunieron y concen-
on, Posteriormente, en funcién de los resultados obtenidos en la corrida | (pag. 84 ) se

lizé por bioensayo la actividad biolégica de esta muestra y se vié que no habia ninguna,
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TE 3).=- Este lote estuvo constitufdo por una fraccién de aproximadamente 7000 t.o.
venientes de una purificacién de hormona neuroexcitadora, y por una fraccién de aproxi-
Jamente 2400 t.0. que habfan salido en la zona de carga de una cromatografia en CM-
slosa del Lote 1 (ver pag. 34). Se reunieron ambas fracciones y se liofilizaron a seque-
. Luego se resuspendicron en 7 ml de agua. El bicensayo de una alfcuota indicd que
stian 9000 t.0. en el Lote 3,

Para observar el estado en que se encontraba este material se hizo una cromatografia
Sephadex G-15 bajo las condiciones que se mencionan, Dimensiones: 2.6 x 85 cm;
o: 13 ml/hr; volumen de cada fraccién: 5 ml; se regisiré a 206 nm: 2.0 AUFS, y a
nm: 1,0 AUFS, simulténeamente. Como se observa en la figura ( 38 ), la HND eluyé
e los 305 y 350 ml. Las fracciones activas se conceniraron hasta 3 ml.

Este .exiracto se dividid en ires fracciones: Fraccién | correspondiente a 2500 t.0.;

=cién Il correspondiente a 2250 t.0.; y Fraccidn Ill correspondiente a 4250 t.0.

Fraccidén [.= A esta fraccién de 2500 t.0. se decidié purificarla primeramente con un
amiento eleciroforético.

Por lo tanto se inicié con una electroforesis preparativa a pH 1.8, Se recortd de +1
1 y se exirajo la hormona del papel por el método acostumbrado. Se concentrd hasta
ul.

A confinuacién se hizo una electroforesis preparativa a pH 10.0del material salido de
1.8. Directamente se recorté de +1 a =1 y se recuperd la HND, Se concenird hasta ’
ul.

Luego se hizo una eleciroforesis preparativa a pH 3.5 del material salido de pH 10.0,

ndo se 1ifi® con cloro se observaron cuatro manchas positivas: en el origen, dos en -2,
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una en =3, Se recortd de +1 a =1, Se concentrd hasta 300 ul.

Posteriormente se hizo una eleciroforesis preparativa a pH 6.0 del exiracto de pH 3.5.
in cloro se vié una sola mancha positiva en el origen, Se exirajo la zona de + a -1
se concentrd hasta 500 ul,

Este material se diluyd a 2 ml con agua y se aplicd a una columna de Bijo-Gel P-2
rer MATERIALES Y B\AETODOS, pag. 12 ) para cromatografiarse bajo las condiciones que
expresan. Dimensiones: 1.6 x 75 cm; flujo: 3.5 ml/hr; volumen de cada fraccién: 1.75 ml;
regisird a 206 nm: 0.1 AUFS, y a 280 nm: 0.02 AUFS. La HND eluyd enire 101,5 a
7 ml. Las fracciones activas se concentraron hasta 2 ml, La gréfica se observa en la fi-
a (39).

Dicho material se recromatografié en Bio=Gel P-2 bajo las siguientes: condiciones.
1ensiones: 1,6 x 83 cm; flujo: 4.5 ml/hr; volumen de cada fraccién: 2 ml; se registrd a
5 nm: 0,1 AUFS, y a 280 nm: 0.02 AUFS, En la figura ( 40 ) se observa el perfil obte~
lo y el lugar en el cual eluyd la actividad neurodepresora, que fue entre 119 y 127 ml,

Se concentraron las fracciones activas, Se decidié proseguir la purificacién de esta
ccidén por cromatografia liquida de alta presidn. Para ello fue necesario filirar la mues-
por Millipore 0,22 um con el fin de eliminar particulas que pudieran tapar las micro-
erias del cromatdgrafo o interaccionar con la columna en forma irreversible, Se utiliza=-

las condiciones del programa 1. La columna usada fue de fase reversa, Ulirasphere=ODS,
5 um. Se registrd a 212 nm en el Beckman D B.

El exiracto salido de Bio-Gel P-2 se dividié en cuairo fracciones de 625 t.0. cada

y se cromafografiaron por separado,

Debido a que al pasar la primera muesira, correspondiente a la corrida |, no se obser-
el pico que se habfa identificado como poseedor de la actividad neurodepresora en la
ificacidén por HPLC del Lote 2 (ver fig. 37) y que sin embargo esta fraccién de Bio-Gel

s o
ivi idi i i icamente los
osefa actividad, se decidié cambiar de téictica y en vez de colectar Gn
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Figura 40) 2a. Cromatografia en Bio~-Gel P-2, fraccién |, Lote 3 (2500 t.o0.)
Dimensiones: 1.6 x 83 cm; flujo: 4.5 ml/hr; volumen de cada
fraccién: 2 ml; elucibén con agua. La HND se localizé en la zona
sombreada.
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cos con absorbencia a 212 nm, se decidié colectar toda la corrida, recogiendo por
oques, en la forma indicada anteriormente ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 22 ).

AsT pues, en la corrida J se detectd actividad en la zona 3J, correspondiente al la-
do con 100% de metanol, TFA 5 mM. La gréfica se observa en la figura ( 41 ).

Con esfos datos en mente, con la siguiente alfcuota, en la corrida K, se colectd el
‘cer bloque por minutos, y la actividad (muy escasa) se localizd en las fracciones 10K
11K, como lo ilustra la figura (42 ),

Debido a que el resultado anterior mosird que la actividad neurodepresora aparente=
nte se localizaba al final del lavado con metanol absoluto, se decidié modificar el pro-
ama 1 y alargar el lavado con metanol a 15 minutos. En la corrida N se obtuvo un re-
tado similar al anterior.

Se debe mencionar que en la época en que se llevaron a cabo estos experimentos,
estaba cambiando de técnica de bioensayo, de la cadena abdominal al sistema del ten-
2cepfor, y que los resultados no fueron confiables por un tiempo, tal como se discute
5 ampliamente en la préxima seccién ( pag. 138).

Los controles positivos para el bioensayo en algunas ocasiones solo daban menos del

% de la actividad enviada y en ocasiones se reportaban como negativos,

Fraccidn ll.~ Esta fraccién se resuspendié en 2 ml de agua y se cromatografié en una
ymna de Bio-Gel P-2 bajo las siguientes condiciones. Dimensiones: 1.6 x 75 cm; flujo:
al/hr; volumen de cada fraccidn: 1.6 ml; se registrd a 206 nm: 2,0 AUFS, y a 280 nm:

AUFS, Tal como se indica en la figura ( 43 ) la actividad hormonal se localizé entre
y 102 ml. Las fracciones activas se concentraron hasta 350 ul,
Este material se sometid a una electroforesis prgparaﬁva a pH 1.8. La fincién con

o de un margen de la hoja indicé la presencia de ires manchas: en el origen, en =3,
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Figura 41) Gréfica de la corrida J, fraccién |, Lote 3. Programa 1 en HPLC,
Gradiente de metanol 10 = 100% + TFA 5 mM. La HND se loca-
1iz6 en la zona sombreada. Coleccién por bloques.
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Figura 43) 1la. Cromatografia en Bio-Gel P-2, fraccién Il, Lote 3 (2250 t.0.)
Dimensiones: 1.6 x 75 cm; flujo: 4 ml/hr; volumen de cada fraccién:
1.6 ml; elucién con agua. La HND se localizé en la zona sombreada.
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:n -4, Se recortd de +1 a -1 y se extrajo la hormona del papel. Se concentrd hasta 300 ul .

A continuacidn se efectud una electroforesis preparativa a pH 10.0 del material salido de
1.8. Se observaron conco manchas cloro (+): en el origen, en -9, en +2, en 13 y en +6.
recortd de +1 a -1. Se concentrd hasta 300 ul.

Después se hizo una electroforesis preparativa a pH 3.5 de la fraccién de pH 10.0. La tin-
n mostrd una sola mancha en el origen. Se recortd de +1 a -1 y se exirajo la actividad. Se
1centrd hasta 300 ul.
teriormente se hizo una el ectroforesis preparativa a pH 6.0 del exiracto de pH 3.5. Se ob-
vd una sola lznancha cloro (+) en el origen. Se extrajo la hormona de la zona de +1 a -1
2 concentrd hasta 500 ul .

El siguiente paso consistid en volver a cromatografiar el material en la columna de Bio-Gel
2. Dimensiones: 1.6 x 83 cm; flujo: 8 ml/hr; volumen de cada fraccién: 2 ml; se registrd a
5nm: 0.2 AUFS, y a 280 nm: 0.05 AUFS. Tal como se observa en la figura (44 ) la activi-
1 neurodepresora eluyd entre 124 y 132 ml.

Las fracciones activas se concentraron y luego se filtraron por Millipore 0.22 um. El volu-
n filtrado se concentrd hasta 200 ul .

Con esfe material se hicieron cuatro cromatografias de alta presién, de aproximadamente
) t.0. cada una, bajo las condiciones del programa 1, recogiendo en bloques. Se registrd
06 nm: 0.05 AUFS. Se observaron los siguientes resul tados:

Corrida O: no se detectd actividad en ninguna fraccién.
Corrida P: no se detectd actividad en ninguna fraccién.
Corrida Q: se encontrd HND en la zona 3Q.
Corrida R: se enconrd HND en las zonas 2R y 4R.
En la figura (45 ) se muestra una gréfica representativa de estas cromatografias.

Nuevamente, los controles posifivos para el bioensayo fampoco dieron resultados claros, ni
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cluyentes. Ver DISCUSION (pag.138).

Fraccién Ill.~ En vista de los resultados obtenidos con las fracciones | y Il en HPLC, se
idié probar si el sistema de la cromatografia liquida de alta presién funcionaria con extrac-
menos purificados y que en forma més répida se pudiera llegar a obtener una fraccién sufi-
ifemente pura como para poder caracterizarla y hacer los trabajos de secuenciacién, apro-
hando la posibilidad del sistema de lograr mejor resolucién en tiempos muy cortos.
Por lo tanto se tomd la fraccidn Il salida de Sephadex G-15, correspondiente a 4250 t.0.
1 purificarla por este procedimiento. Se concenird hasta 500 ul y se elimind un precipitado blan-
cino mediante centrifugacidn a 2000 rpm, 49 30 min. Luego se filird por Millipore 0.22 um.
bioensayo se corrobord que en efecto se tenfan 4250 t.o0. en esa fraccién.
La fraccidn Il se dividid en nueve partes, correspondiendo cada una a aproximadamente
t.0. Se cromatografiaron por separado utilizando las condiciones del programa 1 y registran-
1206 nm: 1.0 AUFS. Las fracciones eluidas se colectaron en cuatro bloques, en la forma
licada. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Corrida S: no se detectd actividad en ninguna fraccién.

Corrida T: se enconird HND en la zona 1T.

Corrida U: se enconird HND en la zona 2U.,

Corrida V: se enconird HND en la zona 2V,

Corrida W: se encontrd HND en la zona 1W.

Corrida X: se encontrd HND en la zona 1X.

Corrida Y: se enconird HND en la zona 1Y.

Corrida Z: se enconird HND en la zona 1Z.,

Corridacx: se encontrd HND en la zona lec,
En todos los casos en donde se localizd actividad neurodepresora en las zonas 1 ésta fue muy
a. Los controles positivos para el bioensayo también salieron bien, dando los resultados que

speraban.

En la figura (46 ) se muestra una gréfica representativa de estos experimentos.
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Los resul tados obtenidos mostraron con claridad que bajo las condiciones del programa 1,
rormona neurodepresora aparece en la zona 1, correspondiente a 10 - 50% de metanol, TFA
aM, en la columna de Ulirasphere-ODS.
Se reunieron fodas las zonas 1 correspondientes a estas corridas, por una parte, y por otra
zonas 2U y 2V, y se concentraron.

Cuando se concentraron a sequedad las fracciones de las zonas 1 se observd una pastilla
nca y cristalina, la cual -al resuspenderse en 150 ul de agua daba la impresién de formar
1 solucidn saturada con sales, Por lo tanto se decidié averiguar si esa muestra en efecto con-~
fa sales, y si se podrfa determinar la presencia de potasio, que se sabe es un ién que puede
2rferir con el bioensayo.

Se tomaron 5 ul de la solucién y se diluyeron a 200 ul con agua, luego se determiné potasio

flamometria. El resultado mostrd que efectivamente habia potasio en una concentracidn de

87 meq/1. En el control de agua no se detectd el idn. Los célculos indicaron que en la solu-
n de HND se encontraba potasio a una concentracién de 1.00893 ug/ul .

Se calculd si esta conceniracidn de potasio podria afectar al bicensayo tomando en cuenta
rolumen fina de la muesira que se inyecta a la preparacién fisioldgica, diluida en la solucién
Van Harreveld ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. ? ), la cual contiene 5.36 mM de po-
0. Se vid que la molaridad final de potasio se elevaba a 5.683 mM, lo cual no deberia de
uir en los resultados de la preparacién fisiolgica, y que por tanto los datos obtenidos de ella
fan ser confiables.

Se hizo una cromatografia de alta presién de la fraccién que contenia las zonas 2U + 2V
> las condiciones del programa 1, registrando a 206 nm: 1.0 AUFS. Se recolectd por bloques.
ictividad se hallé en la zona 31, En la figura (47 ) se observa la gréfica de esta corrida I,

Por otra parte, se decidi volver a cromatografiar a la solucién de HND correspondiente a

zonas 1, con el fin de colectar ahora cada pico por separado, y ver si era posible asociar la
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ividad biol8gica con un solo pico en particular. Se dividid a este extracto en ires fracciones
-aproximadonzente. 1330 t.0. cada una y se aplicaron las condiciones del progr: a1, registran-
a 206 nm: 1,0 AUFS. Los resultados fueron los siguientes:

Corrida Il: se detects HND en el pico Ilj ;

Corrida 11I: se detectd HND en el pico Il 1

Corrida 1V: se detects HND en el pico IV, 1
En la figura (48 ) se muestra una gréfica representativa de esta serie de corridas. De acuerdo
stos resultados la HND eluye en el primer pico que se obtiene bajo las condiciones empleadas,
a columna de fase reversa, y se puede separar bien de la mayor parte de los contaminantes.
Por lo fanto se reunieron los tubos Ily 1, 1111 1, y IVq 1 y se concentraron, Con el fin de
sular la proporcidn de sales en esa fraccidn, se pesd un tubo antes (2,104 g) y después de ha-
concentrado en él la fraccién activa (2.19045 g). Por lo tanto el contenido del tubo pesaba
45 mg. Luego se resuspendid en 300 ul de agua y de ahi se tomd una alfcuota de 5 ul a la que
e determind presencia de los iones sodio y potasio por flamometria. El resultado fue que se
aron 62 meq/] de sodio y 21 meq/| de potasio. El resultado de los célculos suponiendo que
os jones se encontraran en forma de NaCl y KCl fue de que habria alrededor de 93 mg de
s en la solucidn, lo cual es correlacionable con el valor obtenido por peso. Estos datos indi-
an que la mayor parte de lo que se enconiraba en el tubo eran sales, y que la cantidad de hor-
a existente era muy baja,
Se hizo una cromatografia de alta presién, analftica, de 10 ul (120 t.0.) de la muesira con
vidad biolégica para observar su nivel de pureza, bajo las condiciones del programa 1. En
gura (49 ) se observa el resultado de esta corrida V. La actividad nuevamente aparecibn en
accién Vy 7.
Dado que los resultados eran muy reproducibles y la HND siempre elufa al principio bajo las

ot ° o o . [ J o boo
jiciones del programa 1, se decidid variar las condiciones, para ver si habfa algba cambi
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Figura 48 ) Gréfica representativa de las corridas Il - IV en HPLC. Fraccién IlI, Lote 3.
Programa 1. Gradiente de metanol de 10 ~ 100% + TFA 5 mM. Se colect6
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‘a posicién de elucidn de la hormona. Por lo tanto se hizo ofra cromatografia, analftica,

> las condiciones del programa 4 ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 20 ). En la figura
) ) se ilustra el resultado de la corrida XVI, el cual es b&sicamente idéntico al obtenido en
sorrida V. La actividad neurodepresora se localizé en el pico XVIy 1. Estos datos indicaban
no habfa diferencia de comportamiento entre las condiciones del programa 1 y del programa
v que la hormona era tan hidrofilica que précticamente no se retenia en la columna y elufa
samente con agua + TFA 5 mM.

Entonces se decidid ver si variando el pH de la solucién eluyente se consegufa separar al
taminante en forma més clara o si se podia retener a la hormona en la columna. Por lo tanto
iguieron las condiciones del programa 5, isocrético, utilizando Gnicamente agua como elu-
te, a pH 5.0, en vez de pH 3.0 que es el que se tenia anteriormente.,

El resultado de la corrida XVII se observa en la figura (51 ). Como se ve estas condiciones
nejoran la resolucidn, y lo que es més, hacen que tanto la hormona como su contaminante
icipal eluyan juntos. La HND se localizé en el pico XVIIj. ‘

Se decidib hacer una serie de cromatografias analfticas en una columna de Ulirasphere-ODS,
n, nueva, para ver si se mejoraba la resolucién. Se hicieron las corridas XVlil a XXII bajo
condiciones del programa 5, utilizando coma eluyente Gnicamente HoO + TFA 5 mM, pH 3.0.
a figura (52 ) se observa una gréfica representativa de esta serie de corridas. La actividad
ocdlizd en el mismo lugar que en veces anteriores, Como se observa no se mejord la resolu-

1 entre la hormona y su contaminante mayoritario.

Con el objeto de tratar de separar més a hormona y contaminante se decidié probar las condi-
1es del programa 7 (ver MATERIALES Y METODOS, pag. 21 ), el cual fue hecho para cuando
nieron 2 columnas de Ultrasphere ODS en seie, de manera que se aumentaron las dimensiones
a fase reversa al doble: 4,6 x 500 mm. El eluyente fue agua + TFA 5 mM, pH 3.0, En efec-

> vid que se aumentaba la resolucién. En la figura ( 53 ) se muestra una gréfica representativa
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Figura 50) Corrida XVl en HPLC, analitica. Fraccién lll, Lote 3.
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Figura 51) Corrida XVIl en HPLC, analftica. Fraccién lll, Lote 3.
Programa 5. Solvente A: agua pH 5.0, La HND se lo-
calizé en la zona sombreada.
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Figura 52) Gréfica representativa de las corridas' XVIII = XXIl en HPLC.
Programa 5. Solvente A: agua + TFA 5mM, pH 3.0
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Figura 53) Gréfica representativa de las corridas XXIIl = XXXI en HPLC. Programa 7.
2 columnas de U trasphere=ODS en serie. Solvente A; agua + TFA 5 mM,
pH 3.0. Se colectb por picos. La HND se localizé en la zona sombreada.
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los resultados de las corridas XXl a XXXI, Como se aprecia en dicha figura se vié que el
so correspondiente a la actividad biolégica no era siméirico, sino que estaba compuesto por
rios componentes. Asl mismo se observd que el contaminante se resolvia cuando menos en dos
mponentes.

Se reunieron los tubos correspondientes a cada una de las cuatro fracciones separadas, y se
ncentraron. Luego se mandaron a bioensayo alfcuotas de 50 t.o. de los picos 1, 2, 3 y 4,
bioensayo mostrd que toda la actividad se habfa recuperado en la fraccidn correspondiente al
0 1,

Se probarori otras condiciones, esta vez utilizando como eluyente a acetonitrilo al 5% en
2tato de amonio 10 mM, pH 7.5, bajo el programa 5 y utilizando solo una columna, El resul-
lo se ilustra en la figura (54 ). Como se puede observar aparecid un solo pico, y en él se ha-

la actividad bioldgica. Estos resultados correspondieron a las corridas XXXII y XXXIII,

Para averiguar si los picos obtenidos en las dos Gltimas corridas en efecto se enconiraban pu-
se decidié reunirlos y analizarlos nuevamente bajo condiciones &cidas, es decir con agua,

A 5 mM, pH 3.0. El resultado de la corrida XXXIV se observa en la figura (55 ). Como se
aln se enconird contaminado el pico correspondiente a la actividad bioldgica. Esios datos
lirieron que los resultados obtenidos en condiciones ligeramente alcalinas eran un artificio

ve la muesira todavia no se encontraba pura,

Como control se hizo una cromatografia analftica de la fraccién de HND (pico 1) en condi-
nes &cidas, con el programa 5. Tal como lo indica la figura ( 56 ), en efecto se observaron

picos. La actividad se localizd en el primer pico obtenido en la corrida XXXV,

En vista de que alin se presentaba un contaminante se decidid cromatografiar nue vamente
>do el lote del pico 1, bajo las condiciones del programa 5, utilizando agua, TFA 5 mM
o eluyente, con la intencidn de colectar las fracciones por separado, de manera que se pu-

ra obtener al pico activo précticamente libre de contaminantes. AsT pues se hicieron las

ridas XXXVI a XLV. En la figura ( 57 ) se ilusira una gréfica representativa de esta serie o
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Figura 54) Corridas XXXII = XXXl en HPLC, analfticas.
Programa 5. Solvente A: acetoniirilo al 5% en
acetato de amonio 10 mM;pH 7.5
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Figura 55) Corrida XXXIV en HPLC, analftica. Programa 5.
Solvente A: agua + TFA 5 mM, pHl 3.0. Se colectd
por picos. La HND se localizé en la zona sombreada.
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Figura 56) Corrida XXXV en HPLC, analftica, Programa 5,
Solvente A: agua + TFA 5 mM, pH 3.0. Se colectd

por picos. La HND se localizé en la zona sombreada.
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Figura 57) Gréfica representativa de las corridas XXXVI = XLV en HPLC,
Programa 5. Solvente A: agua + TFA 5§ mM, pH 3.0, Se colec~
t6 por picos. La HND se localizé en la zona sombreada.
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todas ellas la actividad se encontrd en el primer pico (que se denomind pico A). Se reunie-
4 fodos los fubos correspondientes al pico A por una parte, y los del pico B por otra. Por bio-
sayo se detectd que se habla recuperado toda la actividad en la fraccién A,

A continuacién, se hicieron dos cromatografias analfticas de la fraccién A, con 20 y 50 t.o.
pectivamente, para ver si ya se enconiraba pura la hormona o si el pico estaba formado por més
un componenfe, como parecian sugerir algunas de las corridas anteriores. Las condiciones
das fueron las mismas. En la figura ( 58 ) se encuentran los resultados de las corridas XLVI
‘LVIIl. Sorpresivamente se volvib a observar el pico que contaminaba a la fraccién A, Este
Jltado nos hizo pensar que tal pico fal vez se debfa a alghn contaminante exdgeno, que se
Jviera introduciendo al sistema en alguna parte del procedimiento.

Para comprobar dicha hipdtesis se corrieron los siguientes coniroles, bajo las mismas condicio -
cromatogréficas,

Corrida XLVIII: 5 ul de solucibén acuosa utilizada para siliconizar,
Corrida XLIX: 5 ul de solucién concentrada para siliconizar (Aquasil)
Corrida L: 5 ul del concnetrado de 1.5 ml de agua, TFA 5 mM que se tratd igual

los tubos con muestra (congelamiento, calor, conceni'raciér?, etc,) llevado hasta 10 ul .

Los resul fados se muestran en la figura ( 59 ). Como se ve, aparentemente la solucién acuo-
stilizeeda para siliconizar presenta contaminantes que aparecen en la misma posicién que el

> B. También se mosird con estos experimentos que una de las distorsiones que se vefan en
raccidn A es debida a silicén.

En vista de estos resul tados se decidid volver a cromatografiar a toda la actividad neurode=-
sora (pico A) en las mismas condiciones, para volver a separar al presunto pico contaminante,
> ahora eliminando los tubos siliconizados y colectando en tubos de pléstico Eppendorf que
equieren siliconizacién.

AsT pues, se efectuaron las corridas Ll a LV, En la figura (60 ) se muestra una gréfica repre-
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Programa 5. Solvente A: agua + TFA 5 mM, pH 3.0
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Figura 59) Corridas XLVIIl - L en HPLC. Programa §., Solvente A:

agua + TFA 5§ mM, pH 3.0.

Panel A): solucién para siliconizar.
Panel B): Aquasil (concnetrado)

Panel C): Lavado de tubo siliconizado.
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Figura 60) Corridas LI = LV en HPLC, preparativas. Programa 5.
Solvente A: agua + TFA 5 mM, pH 3.0. Se colectd
en la forma que se indica en la figura. La HND se
localiz6 en la zona sombreada.
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-ativa de esta serie, Se colectd en la forma indicada en la figura. La actividad se enconird
artida en las zonas 2 y 3, por lo que se reunieron en una sola fraccién y se concentraron,
nismo también se reunieron y conceniraron por separado los tubos correspondientes @ los pi=-
1,4,5y6.
Se hizo una cromatograffa analftica bajo las mismas condiciones de una alfcuota correspon=-
ite a 50 t.0. y se obtuvieron los resul tados que se observan en la figura (61 ). Como se
de apreciar, nuevamente aparecié el pico contaminante, en la misma posicién de anfes y
jonde también =luyd uno de los contaminantes de la solucién utilizada para siliconizar. Sin
argo, ya se .hubl'an eliminado &tos y se habian utilizado tubos de pléstico en donde ya no se
fa usado silicén.
Después de estos resulfados se sugirib la posibilidad de que ese contaminante pudiera ser un
lucto de degraciacién de la hormona.
En vista de que no se podia obfener ya ninguna ventaja con la columna de fase reversa, se
idid guardar ese lote hasta que se tuvieran en el laboratorio otro tipo de columnas y ast

ar el maltrato a la hormona.
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Figura 61) Corrida LVIl en HPLC, analftica, 50 t.o.
Programa 5. Solvente A: agua + TFA 5 mM,

pH 3.0,
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'TE 4).- Debido a que algunos lotes habian perdido actividad y que se tenfa poca cantidad
hormona, se decidié iniciar una nueva purificacién, Se partié de 1200 g de material conge-

o, es decir alrededor de 12000 t.0. de Penaeus vannamei. Estos se molieron en las condicio=

descritas y se exirajeron los polvos con agua como ya se ha mencionado . En total se utiliza=
6150 ml de agua los cuales se concentraron hasta 500 ml. Este material se dializé contra

1a en la forma indicada. Se obtuvieron 12 | de aguas de diélisis, los cuales se concentraron

ta un volumen de 108 ml que constituyeron el Extracto Crudo.

El exiracto crudo se dividié en dos fracciones de 54 ml cada una, correspondientes a 6000 t.0.,

se denominaron fraccién A y fraccién B.

La fraccién A (6000 t.0.) se empezd a purificar por el método tradicional, cromatografiéndo-
:n una columna de Sephadex G-25 fino, bajo las condiciones que se indican, Dimensiones:

v x 85 cm; fldio: 20 ml/hr; volumen de cada fraccién: 8 ml. Se registrd a 280 nm: 2,0 AUFS,
amo de costumbre se eluyd con agua. Se hicieron cinco cromatografias de esta fraccién, ob-

iéndose los siguientes resul tados:

Extracto crudo Volumen de elucién de HND
12 ml (1330 t.0.) 368 =448 ml
12 ml (1330 t.0.) 376 - 456 ml
12 ml (1330 t.0.) 368 - 456 ml
12 ml (1330 t.0.) 368 - 456 ml
6ml (660 t.0.) 352 - 424 ml

En la figura (62 ) se observa una gréfica representativa de esta serie, Se conceniraron las
ciones activas hasta 20 ml,

El extracto de 1aSG25f se cromatografié nuevamente en la misma columna bajo las siguien-
=ondiciones. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 11 ml/hr; volumen de cada fraccidn: 11 ml;

2gistrd a 280 nm: 2,0 AUFS.,
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Figura 62) la. Cromatograffa en Sephadex G~25 fino .- Fraccién A, Lote 4. Dimensiones: 2.6 x 85 cm;
flujo: 20 ml/hr; volumen de cada fraccién: 8 ml; elucién con agua. Se localizé la HND en
la zona sombreada .
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El extracto se dividié en dos partes que se cromatografiaron por separado, dando los siguien=

resul tados:
E1aSG25f Volumen de elucién de HND
10 ml (3000 t.o0.) 330 - 418 ml

En la figura (63 ) se muestra una gréfica representativa de estas cromatograffas. Las fraccio=

activas se conceniraron hasta 8.5 ml,

Luego se procedié a cromatografiar el exiracto obtenido de 2aSG25f por una columna de

hadex G-15; bajo las condiciones que se indican. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 11 ml/hr;

smen de cada fraccibén: 5.5 ml; se registrd a 280 nm: 2,0 AUFS. La HND eluy6 entre 308 -
ml. En la figura (64 ) se muestra la gréfica obtenida. Se concentraron las fracciones activas

a7ml,

Dicho extracto se recromatografibé en la misma columna bajo las siguientes condiciones, Di-

siones: 2,6 x 85 cm; flujo: 8.5 ml/hr; volumen de cada fraccibn: 3.3 ml; se registré a 280 nm:
AUFS, La HND eluy$ entre 310 - 344 ml. La gréfica se observa en la figura (65 ). Las

ciones activas se concentraron hasta 2 ml,

El bioensayo reveld que la actividad biolégica se habfa recuperado en su totalidad después
stos pasos de purificacién.

Aprovechando la experiencia obtenida con el Lote 3, se decidib proseguir la purificacidn
sta fraccién A directamente por cromatografia Ifquida de alta presién, bajo las condiciones

programa 1, utilizando un gradiente de metanol de 10 a 100% + TFA 5 mM, Se hicieron
cromatografias por separado, correspondiendo cada una a aproximadamente 600 t.0. Se

strd a 206 nm: 1,0 AUFS.
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Figura 65) 2a. Cromatograffa en Sephadex G-15.~ Fraccién A, Lote 4.
Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 8.5 ml/hr; volumen de cada

fraccibn: 3.3 ml; elucién con agua. La HND se localiz8 en
la zona sombreada.
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En la figura (66 ) se observa una gréfica representativa de las corridas V1 a XV. En todos
casos la actividad neurodepresora se localizé en el pico 1.1,

Se reunieron todas las fracciones activas y se concentraron hasta sequedad., Dado que esta
scién también mosird una gran cantidad de sales, se decidié desalificarla, utilizando meta-

absolufo, en la forma que se indicd previamente (ver MATERIALES Y METODOS, pag.17 ).
obrenadante se concentrd para eliminar al mefanol y se resuspendié en agua. El bicensayo
icd que se habfa recuperado toda la actividad,

Por lo tanto, se decidié volver a pasar esa muestra por la columna de fase reversa, utilizan-
ahora el programa 5 y eluyendo con agua, TFA 5 mM, pH 3.0. Se regisir$ a 206 nm: 2.0
=S, En la figura (67 ) se ve una gréfica representativa de las corridas LVIII a LXXVI,

Todas estas corridas se resolvieron en cinco fracciones, las cuales fueron denominadas &, /&,
§r v € « Se reunieron los tubos correspondientes a cada fraccién y se concentraron. Debe
acionarse que en esta ocasidn todos los picos se recogieron en tubos de pléstico, para evitar
taminarlos con subproductos de la solucién usada para siliconizar.

El bioensayo indicé que la HND se encontraba en forma mayoritaria en la fraccién correspon=
ite al pico § , y un poco enel picoK .

Por primera ocasién, la HND parecié retenerse un poco en la columna de fase reversa.

Se tomb el pico § y se volvié a cromatografiar en la misma columna y bajo las mismas con=
ones. La Gnica variacibn fue que se aumentd el nivel de sensibilidad del regisiro a 0.1 AUFS,
erfil obtenido en las corridas LXXXVIl a XClI se ve en forma representativa en la figura ( 68).
El bioensayo mosird que la actividad se localizaba en los picos 2, 3 y 4; estos datos coinci-
con el resultado de las cromatografias anteriores y confirman que la HND desalificada eluye

ael minuto 9 - 10 después de la inyeccidn de la muesira,
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Figura 66) Corridas VI = XV en HPLC, Fraccién A, Lote 4. Preparativas.
Programa 1. Gradiente de metanol 10 = 100% + TFA 5 mM,
La HND se localiz8 en el lugar sombreado.
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Figura 67) Corridas LVIII = LXXVI en HPLC, Preparafivas.
Fraccién A, Lote 4, Desalificada, Programa 5.
Solvente A: agua + TFA 5 mM, pH 3.0, Se

colect8 por picos. La HND se localiz8 en la zona
sombreada.,
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Figura 68) Corridas LXXXVII =~ XCI en HPLC. Preparativas.
Pico§ de la fraccién A, Lote 4. Programa 5,
Solvente A: agua + TFA 5 mM, pH 3.0, Se co-

lectd por picos. La HND se localizé en la zona
sombreada.,
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Por ofra parte la fraccién B (6000 t.0.) del extracto crudo se empezb a purificar por el
sedimiento normal ., ‘Se hizo una cromatograffa en Sephadex G-25 fino bajo las condicio-
que se expresan, Dimensiones: 2,6 x 85 cm; flujo: 20 ml/hr; volumen de cada fraccién:

ml; se registrd a 280 nm: 2,0 AUFS, Los resul tados fueron los siguientes:

Extracto crudo Volumen de elucién de HND
12 ml (1500 t.0.) 366 - 434 ml
12 ml (1500 t.0.) 348 - 416 ml
12 ml (1500 t.0.) 374 = 442 ml|

En la figura (62 ) se muestra una gréfica representativa de estas corridas, Las fracciones

vas se concentraron hasta 7.5 ml,

Dicho extracto se recromatografié en la misma columna bajo las condiciones que se mencio=
« Dimensiones: 2,6 x 85 cm; flujo: 7 ml/hr; volumen de cada fraccién: 7 ml; se regisird a
nm: 2.0 AUFS. La actividad neurodepres ora eluyd entre 343 = 441 ml, En la figura (63 )
bserva la gréfica. Se concentraron las fracciones activas hasta 6 ml,

Decidié hacerse un experimento en forma analftica pasando una alfcuota de 500 t.0. de es=
xtracto por un carfucho de Sep~Pak, en la forma en que se menciond previamente ( ver MA-
1ALES Y METODOS, pag. 23 ). Se buscd por bioensayo en que fracciédn habfa elufdo la

D y se observb que ésta se enconiraba en su totalidad en la fraccién eluida con HoO, TFA
M, pH 3.0.

Se concenird esa fraccidn y se corrié una alfcuota correspondiente a 20 t.0. por cromatogra=-
Je alta presidn bajo las condiciones del programa 5, eluyendo con agua + TFA 5 mM, Al
lizar el programa se eluy$ con metanol absoluto y se continud graficando para ver si se ha-
1 retenido més componentes. En la figura ( 69 ) se observa la gréfica obtenida en la corrida
En funcién de estos resultados se decidi tratar al resto del extracto de 2a SG25F con el

no procedimiento. Como la muesira estaba muy concentrada se diluyb hasta 13 ml, se filiré
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Miltipore 0,45 um, y se pasé en dos partes por cartuchos de Sep-Pak en la forma indicada,

Las fracciones elufdas de Sep~Pak con agua, TFA 5mM, pH 3.0 se concentraron hasta 2 ml,
r bioensayo se supo que se habia recuperado toda la actividad,

El siguiente paso fue pasar a este exiracto salido de Sep-Pak por cromatograffa Ifquida de
a presién, Se utiliz6 la columna de fase reversa y el programa 1, con un gradiente de metanol
10 a 100% y TFA 5 mM. Se hicieron en fotal diez corridas ( LXXVII a LXXXVI ). En la fi-
a (70 ) se observa una gréfica representativa de esta serie de experimentos. En esta ocasién
colectaron las fracciones elufdas en bloques. La actividad neurodepresora se ubicd siempre
las zonas 1, correspondientes a la seccién de 10 = 50% de metanol, tal como se habfa obser-

o en oiras ocasiones.
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DISCUSION

Como se menciond previamente en la INTRODUCCION (pag. 6 ) el objetivo fundamental
trabajo que estamos realizando sobre la hormona neurodepresora de los crustéiceos es el de
riguar la estructura primaria de la molécula con la infencién de obtener su total caracteri=
i6n desde el punto de vista bioquimico. Para conseguir dicho objetivo es necesario contar con
preparacién de HND que se encuenire comple tamente pura y homogénea, de manera que los
»s que se obtengan de ella sean confiables y sean atribuibles Gnicamente a esta neurohormona.
bién es necesario, para obtener el mismo fin, que la cantidad de material sea suficiente para

er llevar a cabo con ella fodas las pruebas indispensables para conseguir el objetivo propues=

En nuesiro laboratorio se han intenfado varios enfoques para lograr obtener una preparacién de
J que cumpla con todos los requisitos necesarios para el trabajo de elucidacién de la estruc-
primaria de la hormona. Inicialmente se desarrollé un método puramente eleciroforético

+21 ) mediante el cual se obfenfa un estado razonable de pureza, pero cuya mayor desven-
era que no se podian trabajar grandes cantidades de material de una sola vez. Posteriormen-
Jesarrollamos un método que involucraba la uﬁlizaéién de cromatografia por filtracién en

%
¢+ métodos electroforéticos ( 14,15,22 ), que mostd ser capaz de alcanzar un nivel de pu-

similar al méfodo anferior, pero con la ventaja de poder purificar mayores cantidades de

ria' .



-132 -

AsT pues, se decidib utilizar este Gltimo método como base para la consecucién de una pre=-
iracién abundante de HND pura, y con ese objeto se inicié el trabajo con el Lote 1,

El comportamiento de la actividad neurodepresora en las columnas de Sephadex G=25 fino
Sephadex G=15 fue complefamente reproducible con el que se habfa observado anteriormente
4 ), Como se puede observar en los datos reunidos en la Tabla I, el material salido de estas
apas de purificacibn se encontraba 66.5 veces més puro que el extracto crudo y la actividad
secifica habia aumentado a 96.5 t.0./mg de protefna. Aunque en esta etapa la preparacién
encuentra con la existencia de una gran cantidad de confaminantes todavia, presenta la
nfaja de que -el material se encuentra enriquecido en hormona neurodepresora, y ademés se
a2de concenirar hasta volGmenes pequefios que se pueden trabajar més fécilmente.

Sabiendo que el exiracto salido de los pasos de cromatografia en columna posee todavia
a cantidad abundante de material contaminante, y que dicho material es susceptible de sepa-
:i6n con métodos que aprovechan la presencia de cargas eléctricas en las moléculas, se ensa-
un nuevo procedimiento que hiciera uso de esas caracteristicas, para ver si era posible ace=-
ar el método de purificacién,

AsT, se probd el comportamiento del exiracto semipurificado en una columna de intercambio
ico, utilizando CM=celulosa. El resultado obtenido constituy$ una sorpresa, puesto que el
1ocimiento adquirido previamente sobre las caracteristicas de la hormona (su comportamiento
tro en un campo eléctrico), no esperfbamos que la HND se retuviera en la columna bajo las
diciones empleadas.

Sin embargo, como se mosiré en la seccién de RESULTADOS (pag. 37 ), aproximadamente
47% de la actividad cromatografiada st fue refenida y eluy con una conceniracién de ace-
> de amonjo enire 370 =435 mM, mientras que el restante 53% fue excluido de la columna
o se retuvo. Ambas fracciones mantuvieron su actividad biolégica en el bicensayo, Este ex-

imenfo mostré una dualidad en el comportamiento de la hormona ante las condiciones usadas
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a cromatograffa de intercambio iénico. Dicho comportamiento es similar al que han presen-
+ ofros neuropéptidos tratados en condiciones similares, como es el caso de oxitocina, cuan=-
e cromatografia en Amberlita, en 0.1% de acetato de amonio, pH 5.0, y en donde Gnfca-
te se retiene el 50% de la actividad aplicada (35 ). Asimismo, se ha reportado que la hor-

a que promueve la oviposicién (ELH) en Aplysia californica también presenta un comporta=

1to parecido cuando se le cromatograffa en Sephadex SP C25 (un infercambiador catiénico),
londe el 45% de la hormona marcada se retiene y eluye con el pico que mantiene la activi-

biolégica, mientras que el resto de la marca radiactiva se excluye de la columna (36 ).

posible explicacién podrfa ser que la hormona presenta una gran afinidad por moléculas pre

es en el exiracto, que poseen caracteristicas diferentes a la hormona libre, y‘q'ue una frac-
« eluyera junto con ese otro tipo de moléculas,

Se decidié analizar la fraccién que se retuvo en CM=celulosa por métodos electroforéticos.
o se mosird en la figura ( 8 ) el resultado fue que se obtuvo una sola mancha cloro (+) y
idrina () en el origen, tanto a pH 1.8 como a pH 10,0, Dichas caracteristicas se habian
blecido previamente para la HND (14 ), Estos resultados implicaron que se habian elimina-
a mayor parte de los contaminantes del exiracto salido de Sephadex G-15, por un solo paso
ional, el de intercambio iénico.

Sin embargo, cuando se utilizé otro criterio de pureza, como es el de la combinacién de
troforesis y cromatograffa en capa delgada, se observé que el resultado no era fan claro, y
més, bajo la cromatograffa ascendente en capa delgada se observaron fodavia algunos con=-
nanfes (pag. 40). .

Por tal motivo, fue necesario someter al exiracto de CM~celulosa a una serie de electrofore~-
reparativas sucesivas con el fin de eliminar dichos confaminantes . Después de haber realiza-
stos pasos, se volvié a aplicar la electroforesis y cromatografia en capa delgada como crite-

je oureza. v finalmente se observd una sola mancha con las caracteristicas conocidas para
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HND: cloro (+), que se mantiene en el origen en la electroforesis y que migra con un Rf=0,52
la cromatografia,

Durante estos experimentos se observS que habfa un contaminante que se comportaba en forma.
x1 con respecto a la tincién con cloro, ya que aparecfa como positive hasta aproximadamente
1 hora después de haber tefiido. Por ofra serie de estudios, posteriormente se supo de donde
cedfa dicho confaminante; &ste sale de los exiractos del papel de las hojas Whatman 3MM
lizadas durante las electroforesis, y se va concenirando a medida que se involucran més pasos
ciroforéticos. Luego se enconird la forma de eliminarlo adecuadamente, mediante un lavado
raustivo con .agua, durante cinco dias, en forma descendente (34,37 ).

El resto del extracto de Sephadex G=15 del Lote 1 se dividi6 en dos fracciones: A y B, La
scién A se recromatografié en Sephadex G-15, este segundo paso permitié eliminar una gran
itidad de material contaminante, como lo indica la figura (18 ), Posteriormente, se decidié
uir con el méfodo previamente establecido y mediante el procesamiento eleciroforético a 4

diferentes se logré obfener una preparacién razonablemente pura, de acuerdo al criterio
2nido de la electroforesis y cromatografia en capa delgada.

Se unieron las dos fracciones que habfan sido obtenidas con un grado similar de pureza y
stituyeron una fraccién de 3000 t.0.

Es de hacer nofar que independientemente del camino que se escoja en el proseguimiento de
wrificacidn a partir de la 1a. cromatografia en Sephadex G=15 (el de infercambio iénico en
~celulosa, o el de recromatografia en Sephadex G-15), de todas maneras es indispensable
izar los procedimientos electroforéticos para poder tener una preparacién relativamente homo-
20,

Como se mosird en la figura (21 ), al cromatografiar nuevamente al material purificado en
1adex G-15 se obtuvo un pico con el cual coincidia la actividad biolégica; sin embargo di-

pico no fue absolutamente siméfrico. Ademé&s en un experimenio realizado en paralelo, de
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preparacién de HND de Procambarus bouvieri, que habia pasado por las mismas etapas de puri—.

:ién, se observd que registrando a 206 nm aparecia un "hombro" sobre el pico principal de
ridad,

{ay que hacer notar que este comportamiento no se habfa observado anteriormente ya que

-a se habia detectado este paso a 206 nm, sino que se habia hecho a 254 nm, que es una zo-
n donde la HND no absorbe . La posibilidad de utilizar la deteccidn a 206 nm directamente
¢luyente de la columna nos hizo pensar que era probable que la preparacién no fuera com-
amente homogénea. Sin embargo, todos los métodos de purificacién usados no eran capaces
ssolver en forma determinante y radical ese problema.,

Jna tercera pare del material purificado se utilizd para determinar la composicién de amino-
2s del péptido, como se mostrd en los RESULTADOS (pag. 56). Cuando se analizaron 100 t.o.
1 muestra, se vié que aparecian enire 12 = 14 amino§cidos, la mayor parte de ellos se habian
minado por el método de dansilacidn en otra preparacidn (14,15,21,22 ), El anélisis de
t.0 . mositd que podfan exisfir entre 10 = 15 residuos . Dichos resul tados no son excluyentes.,
correlacionar dichos datos con las caracteristicas conocidas de la hormona es necesario ha-
1lgunos comentarios: Asp y Glu deben encontrarse como Asn y Gln en la molécula original,
que aparecen como &cidos debido a la hidrc')iisis &cida usada por este método; las probables

« Arg que aparecieron no deben ser partes infegrales del péptido ya que son aminoéicidos que
aferirfan diferente conducta eleciroforética a la hormona, es probable que su aparicién en
ainograma sea debida a confaminacién. La existencia de la His tal vez podria explicar el
orfamiento de la hormona en CM=celulosa, ya que al pH utilizado el grupo ~NH del imida-
e encontraria protonado, y dicha carga podria interaccionar con las cargas negativas de la
nna. El resto de los amino&cidos encontrados son congruentes con las caracterfsticas de la
ona, y con an§lisis realizados con anterioridad,

ambién debe mencionarse que en un control para este experimento se analizé una muesira

3 concentrado de 100 ml del eluyente de la columna de Sephadex ©~15, llevado hasta 100 ul,
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-onde se enconiraron varios aminoficidos en proporcidn elevada, principalmente Ser, Glu

y» por lo que el valor obtenido para estos aminoécidos en el péptido no es definitivo,

Zn base a estos anélisis y a los datos de peso molecular realizados previamente (14 ), se
ulé la cantidad de proteina existente en la fraccién purificada, y se enconird que era de
57 ug. Cuando se exirapolaron estos datos a la totalidad del Lote 1, se obtuvieron los resul=
s que se muestran en la Tabla I, en donde se habfa alcanzado un nivel dltisimo de purifi-
én (47,530 veces con respecio al exiracto crudo ) y en donde la actividad especifica tam=

habfa aumentado mucho ( 68,966 t.0./mg de protefna ).
ILos datos del anélisis de amino&cidos, sin embargo, deberén repetirse con una muestra en
or estado de pureza, para confirmar o comregir los encontrados con ésta muestra.

También se realizé un experimento de deferminacién de la composicién de aminoécidos en
tro laboratorio, mediante la técnica de dansilacién. El método se probs con un péptido co-
do como es el péptido S de la ribonucleasa. En este sentido es importante sefialar que la
ica se optimizd hasta el grado de poder determinar el DNS-péptido, el grupo =NHjp termi-
y la composicién de amino&cidos completfa, con una sola muestra. Aunque es posible deter-
ar todos esfos resultados con solo un nanomol de péptido inicial, se -propone que el éptimo
btiene con dos nanomoles de material, con el fin de que las manchas <;orre5pondientes alos
3=amino@icidos sobresalgan perfectamente sobre el medio y sean claramente visibles bajo la
ultravioleta,
Cuando se aplicd esta técnica a una alfcuota de la hormona purificada se obtuvieron los
Itados indicados en la pag. 62, En la primera dansilacién se observd una mancha con fluo=-
encia amarilla que daba la impresién de ser un DNS=-péptido (de acuerdo a los resulfados de
jansilaciones de péptido S de la ribonucleasa, penta-alanina y Leu-Gly=Gly). En caso de
», dicho péptido corresponderia a un contaminante de la preparacién de hormona, ya que

mos que &sta tiene su grupo amino terminal bloqueado (14,15,21,22) y que no podria
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scionar con el cloruro de dansilo. También se observaron manchas correspondientes a DNS-His
NS=-Asn, sin embargo eran tan tenues que el resultado no es confiable , Asimismo, se observd
JONS -Lys en forma muy clara,
Cuando se hidrolizé el material dansilado se observ que desaparecié la mancha amarilla,
or otra parte, la fluorescencia en la posicién de la di=DNS-Lys aument$ con respecto al
erimenfo anterior, Este dato podria sugerir que el responsable de la mancha amarilla es un
tido con Lys en su grupo amino terminal .
El anélisis c!e composicién por este méfodo no mostrd ninguna mancha detectable bajo la luz
avioleta, Este dato podria sugerir que se estaba trabajando con cantidades por abajo del
mo y que la sensibilidad del méfodo no fue suficiente para detectar resultados,
La tincién con el reactivo de Pauly de una alfcuota aplicada en punto concentrado sobre un
el filiro fue positiva. Este dato correlaciona con el hallazgo de His -en el aminograma.
Cuando se recromatografié la muesira purificada en Sephadex G-15, utilizando un flujo
o y una columna LKB que permite un mejor sistema de inyeccién, se observd que la HND
spard de dos contaminantes con absorbencia a 206 nm y a 280 nm. En la segunda de estas
natografias se observd que el pico activo biolégicamente sélo presentaba absorbencia a
nm, pero no a 280 nm, Estos datos correlacionan con el conocimiento que se tenia de la
nona en este sentido (14 ).
Esta muesira se analizé por cromatografia Iiquida de alta presién, bajo las condiciones del
wama 1, obteniéndose los resultados ilustrados en la figura(28). La actividad biolégica cayd
| primer bloque, correspondiente a la zona de 10 = 50% de metanol . Sin embargo, la acti-
d recuperada fue muy baja con respecto a lo que se habfa inyectado. También se observd
resencia de algunos picos con absorcién a 212 nm, lo cual implicaba que la muestra, después

ste largo proceso de purificacién, aln no se encontraba completamente pura.
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En cuanto a la fraccién B de 1750 t.0. del Lote 1 salida de Sephadex G-15, que no sufrié
—erior purificacién, se analizd también por cromatografia Ifquida de alta presién, bajo las
=nas condiciones, La figura (29 ) hace evidente la cantidad de maferial contaminante que
«de ser separado por este procedimiento, y que habfa sido eliminado por el proceso utilizado

a ofra fraccién (compéresnse las figuras (28 )y (29 ) ). En este Gltimo caso, sin embargo,

e pudo determinar actividad biol6gica en ninguna de las fracciones obtenidas, asf como
ipoco en los controles positivos de la muestra sin cromatografiar, enviados a bioensayo, lo cual
rid que la actividad neurodepresora habfa sido degradada de alguna forma y que se habia

Jido por completo en esa fraccién.

Es importante, en este punto, hacer un paréntesis (que seré Gfil para discutir tambin ofros
dltados en los lotes posteriores) para mencionar que en la época en que se hicieron estos
mos experimentos y algunos correspondientes a los Lotes 2 y 3, se empezd a cambiar la
rica de bioensayo para detectar la actividad bioldgica. Inicialmente se habfa estado traba=-
Jo con la preparacién que utilizaba a un ganglio de la cadena abdominal, sin embargo,
30 se montd una preparacién en donde se afsla a una mofoneurona, del sistema tensoreceptor,

hacen los registros directamente de ella, Con esta nueva preparacin se postuld que se me=-
irfian los niveles de sensibilidad del bioensayo, lo cual posteriormente ha mostrado ser cierto.
embargo, durante la etapa de cambio y optimizacién de la técnica, se obtuvieron una serie
esultados erriticos, que en proncipio condujeron a conclusiones falsas en nuesiro trabajo de
ficacidn, y que incluso nos llevaron a perder material valioso por haber frabajado con resul-
»s falsos., Cuando nos percatamos de las incongruencias existentes en los registros fisioldgicos,
muestras que se comportaban muy reproduciblemente en la cromafografia de alta prssi6n, de-
mos hacer una serie de pruebas para confirmar que el nuevo bioensayo estaba reportando da-

Falsos . Esto se hizo preparando un exiracto crudo fresco y mandando como conirol en diferen-
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«orridas, diversas diluciones de dicho material . En efecto se comprobd que los datos no eran
listentes,
“inalmente, los datos empezaron a ser congruentes y a reproducirse correctamente, lo cual
sermifid proseguir nuesiro trabajo con un mayor grado de confianza.
Jesgraciadamente, en el tiempo que dur la optimizacibn de la técnica en el sistema del
sreceptor, y antes de que nos percatéramos de los problemas por los que pasaba, se tomaron
nas decisiones equivocadas con respecto a qué material se segufa purificando, en algunos
s, y en ofros a descartar muestras que aparentemente habfan perdido su actividad biolégica.
s por ello que durante la presentacién de los resultados algunos de ellos parecen coniradic-
-, Sin embargo, se pudo volver a tener confiabilidad en el bioensayo y los Gltimos datos del

3, asf como los del Lote 4, han sido sumamente reproducibles.

IPor lo que respecta al Lote 2, &ste se inicib a partir de una preparacibén que originalmente
abfa exiraldo con el objefo de purificar hormona neuroexcitadora. Dado que la hormona neu=
presora se separa de la neuroexcitadora en el paso de purificacién de cromatografia en Sepha-
G-15, enionces es posible proseguir la purificacién de ambas hormonas por separado a partir
mismo material inicial. El proceso de purificacién de ambas hormonas en las etapas iniciales
smejante, la Gnica diferencia importante es la adicién de tiodiglicol al 0.1%, que funciona
o antioxidante, en el caso de la purificacién de hormona neuroexcitadora, dado que dicha
10na es l&bil a la oxidacién.

Por este motivo, se sometib al exiracto a una nueva cromatografia en Sephadex G=15, con
itencién de separar a la hormona del fiodiglicol. Sin embargo, por el resultado obtenido

a electroforesis a pH 10,0 realizada posteriormente, se observd que afin quedaban remanen-
Jel tiodiglicol (lo cual se reconoce por su comportamiento ante la tincidn con cloro), que

ban interaccionando con la hormona. AsT pues, se decidié eliminar el tiodiglicol de la pre-
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-1cién sometiendo a ésta a una cromatografia ascendente en papel, la cual por estudios ante=
wes (34 ) habfa mostrado ser muy efectiva para conseguir dicho propssito. Con el objeto de
-r en donde se enconirarfa la hormona bajo esas condiciones, se utilizé como patrén una alf-

ta de HND de Procambarus bouvieri, purificada en nuesiro laboratorio, y que sabemos que

;omporta igual que la hormona de Penaeus vannamei , por los estudios realizados previamen-

;on ambas hormonas.

Una vez que se elimind el tiodiglicol se decidib proseguir la purificacién de la hormona por
~odos electroforéticos, hasta llegar a un estado razonable de pureza.

En estas cir.cunsiuncicls, y sabiendo que todos los méfodos empleados anteriormente, con ésta
>n otras preparaciones, no eran capaces de proporcionar una muesira completamente pura y
210génea, se decidib hacer el intento de finalizar la purificacién mediante la técnica de cro-
-ografia Ifquida de alta presién, la cual es una herramienta que proporciona grandes posibili-
es para este tipo de trabajo.

Los primeros pasos en este sentido implicaron la bsqueda de condiciones que permitieran la
aracidn de la hormona, asf’ como su identificacién en el nuevo sistema, de manera que una
. enconiradas, se pudieran emplear en forma preparativa, con el objefo de purificar todo el
erial que se tenfa, Asf, se iniciaron una serie de experimentos a nivel analftico, en donde
la fraccibn separada se analizaba posteriormente por bioensayo para localizar la actividad
l6gica.

Las primeras condiciones ensayadas fueron las del programa A, en donde se utilizaba un
diente de acefoniirilo. Bajo estas condiciones la actividad se enconird repartida en los dos
neros picos, como lo indica la figura (33 ). Los mismos resultados se encontraron con las
diciones del programa B (vdase la figura 34 ) en donde también se utilizaba un gradiente de
tonitrilo. Sin embargo, en esa seri.e de experimentos no se pudo airibuir con certeza a cual

los dos picos se debfa la actividad biolgica.
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Por ello se siguieron probando otras condiciones, como fueron las del programa C, en donde
+1iliz6 una mezcla isocrética de metanol al 50 % en agua, con &cido frifluoroacético (TFA)
1M. En estas condiciones se observé una mejorfa en la resolucién de los picos, sin embargo
spoco fue posil?le asignar con certeza a cual se debfa la actividad de HND, ya que en varios
erimenfos se obtuvieron diferentes resultados, como lo indica la figura (35 ).

En funcién de estos resultados, y dado que los reportes de los bioensayos se tornaban confu=-

pues en ocasiones se detectaba actividad en varios picos en una sola corrida, se pensé que
vez se esclarecerfa el problema si se cromatografiaban cantidades mayores de material, de
«era que se pudiera obfener un resultado més concluyente .

Ast, se utilizé el programa D, que implicaba un gradiente de metanol y la adicién de TFA
M, que se habfa visto que parecfa mejorar la resolucién, empleando mayor cantidad de mues=

y se obtuvieron los resultados de la figura (36 ).

En esta ocasién el bioensayo indicd que la actividad se retenfa en la columna, y que elufa
10 conceniracidn de 45% de metanol . Este resultado se repitié en ofras ocasiones, aunque
todas maneras en algunas fracciones se reportaba un poco de actividad, pero no tan impor-

e como la de dicho pico.

En estas circunstancias concluimos que estas condiciones eran favorables, y por ello se deci-
seguir trabajando con metanol, TFA 5 mM. Se decidié hacer el sistema en forma preparativa
ara ello se modificé el programa D de manera que quedaran las condiciones expresas en el
yrama 1,

En estas nuevas condiciones se empez8 a purificar el material del Lote 2, observéndose un
il muy reproducible en todas las corridas, que implicaba que' la muestra se podia separar en
os componentes, y que era posible por este método, conseguir que la HND se enconirara
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IEn dos ocasiones se hizo el bioensayo de las fracciones elufdas, y la actividad aparecié en
lico que eluye enire 75 = 80 % de metanol . En vista de la reproducibilidad del sistema, no
nviaron m8s muesiras a bioensayo y se siguid colectando esa fraccién, que siempre apareci
9s cromatogramas, hasta ferminar de cromatografiar todo el lote.

-Cuando se reunieron y conceniraron dichas fracciones, se les hizo una determinacién de acti-
«d fisiolégica por bioensayo, y se reportd qu en dicha muesira no habfa actividad neurodepre=-
. Se repitié varias veces el bioensayo con el mismo resultado . Estos experimentos fueron he=-

; en la &poca en que se cambid la técnica de bioensayo, y es muy probable que los resultadss
.nidos se hayan visto afectados por los problemc;s que se mencionaron anteriormente (pag. 138).

Todos estos resultados, aunque no fueron concluyentes, nos dieron la posibilidad de conocer

-omportamiento de los exiractos de hormona, bajo las condiciones empleadas, de manera que

smaron, posteriormente, como base para la purificacién de otros lotes de hormona.,

Con respecto al Lote 3, &ste consistié de 9000 t.o. que se purificaron inicialmente en forma
lar a los lotes anteriores, Después de la etapa de cromatografia en Sephadex G=15, el lote
fividié en fres fracciones: 1, 1l, y Ill, con el fin de ensayar nuevas posibilidades en el proce-
ienfo de purificacién.

La fraccién | inicialmente se sometié al proceso eleciroforético ya conocido. El extracto ob-
do se aplicd a una cromatografia en Bio=Gel P-2 con la intencidn de fraccionar en lo posible
10 exiracto, ya que este gel tiene una mayor resolucién para moléculas pequefias que el Se-
dex G-15, El flujo utilizado fue muy bajo, con el objeto de permitir que cualquier separacién
ble se mantuviera a lo largo de la corrida. Como se observa en la figura (39 ), en efecto
btuvo separacién de la HND de otfros confaminantes presentes en el exiracto.

Al recromatografiar a este material en la misma columna, se observé un pico muy simétrico

coincidfa con la actividad biolégica, dando la impresién de fener la preparacién en condi-

nes muy homogéneas.
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El siguiente paso fue realizar cromatograffas de alfa presién con esta solucién tan purificada,
wiendo las condiciones del programa 1, que se habfan enconirado en los experimentos con el
e 2,

En esta ocasién aln estibamos atribuyendo la actividad biolégica al pico que eluye entre
- 80% de metanol, bajo las condiciones indicadas. Sin embargo, al cromatografiar una alf=
sta de esta nueva fraccibn purificada, lo primero que se observd es que dicho pico no apare=-
*en el cromatograma, Por lo tanto se decidié ver si habia actividad biolégica en el exiracto
cromatografiado, y el resultado fue positivo,

De hecho, éste fue el experimento que nos hizo dudar de los resultados del nuevo bioensayo.
> lo tanto se decidié que el resto de las cromatografias de esta fraccibn se re colectarfan por
<ques, de manera que no perdiéramos nada de material y con el fin de ubicar en forma répida
zona del cromatograma en donde se hallara la hormona, y observar si se confirmaban o no los
sltados obtenidos anteriormente . Los primeros experimentos realizados asf indicaron que la
ividad aparecla en el bloque 3 Figura 41), es decir en la zona de lavado con metanol absolu~

Sin embargo, en todos los casos la actividad que se reportd siempre fue muy baja, y aln los
rtroles no salfan en la forma debida. Nuevamente, esta serie de corridas se vié afectada por
resul fados errGticos del bioensayo durante aquella etapa.

La fraccién |l de este mismo lote se trabajé en forma diferente a la anterior. Primeramente
sometib el material a una cromatograffa en Bio~-Gel P-2, y también en este caso se separd
1 hormona de la mayor parte de contaminantes que estaban con ella. Luego se hizo el trata-
nto elelctroforético a los cuairo diferentes pHs y finalmente el exiracto salido de ahf se re-
matografié en Bio-Gel P-2,

Si se compara la eficacia de los tratamientos efectuados hasta esta etapa en estas fracciones,
suede concluir que la fraccién | quedd en un mayor estado de pureza que la fraccién Il. Esta

«clusidn se ve apoyada fambién por los cromatogramas obtenidos en las cromatografias de ala
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5i6n realizadas con la fraccién 11, en donde se ve que el nmero de contaminantes fue mayor .
cuanto a la posicién de la actividad biol8gica en este material, con las condiciones del pro-
ma 1, los resultados fueron completamente confusos, ya que se enconiré actividad, como lo
ica la figura (45 ), en tres de los cuatro bloques recogidos .

Una vez més, estos experimentos fueron hechos durante la época de cambio del bioensayo.
Durante esta serie de experimentos fue cuando se confirmé que el bioensayo no funcionaba
'ectamente, y por lo fanto se decidié checarlo en forma exhaustiva, con el objeto de no se-

* perdiendo material y de poder llegar a conclusiones definitivas.

En estas circunsatancias se decidié probar si la cromatografia Ifquida de alta presién funcio-
‘a en forma confiable y reproducible con extracios en un estado de menor pureza que los que
iabfan empleado hasta la fecha. Dado que este sistema permite la resolucién de las muesiras
iempos cortos, se podria intentar purificar a los exiractos en forma més répida, evitando con
largos procesos de purificacién en donde la actividad biolégica podria sufrir més percances.
e esta forma se trabajd a la fraccién 111 del Lote 3 bajo las condiciones del programa 1. Los
tados, que se ilustran en la figura (46 ) mostraron con claridad que la actividad neurodepre-
—2lufa en el bloque 1, correspondiente a la zona cie 10 - 50% del gradiente de metanol . Por
=rimera se enconird que la mayor parte de los resultados eran reproducibles.
r lo tanto se decidié volver a someter a esa fraccién bajo las mismas condiciones, pero
con la infencién de colectar cada pico que apareciera en el cromatograma, para ver si se
—asociar la actividad a un pico en especial . En efecto, como se muesira en la figura (48 ),
vidad neurodepresora aparecid en fodos los casos en el primer pico que eluia en el croma-
1, mosirando siempre una a?fividad muy clara, Ademés en esta serie de corridas no se ob-
stividad en ninguna oira fraccién.

ofra parte, este primer pico mostr la presencia de una gran cantidad de sales, como se
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<ionb en la plgina 96, por flamometrfa. La mayor cantidad de ellas fueron sales de sodio,
jue fambién se defectd potasio en forma importante. Sin embargo, los célculos realizados en

a los datos obtenidos mostraron que la conceniracién final de estos iones en la solucién amor=
-adora en que se diluyen las alfcuotas enviadas a bioensayo, se mantenfa muy cercana a la
unal, y que, por controles realizados, no afectaban el desarrollo del bioensayo.
ILos experimentos realizados a nivel analftico en HPLC después del paso .de purificacién an-
sr mostraron que se fenfa a un pico con actividad biolbgica, contaminado con una fraccién
or que elufa muy cercana a él,
Por lo tanto, se probaron otras condiciones, las del programa 4, en donde se mantiene un la="
» con HyO, TFA 5 mM, pH 3.0, Gnicamente durante 15 minutos y luego se empieza el gra-
e de metanol, en forma muy lenta hasta alcanzar un 15% y luego se sube hasta 50%. Como
Ibserva en la figura ( 50 ) ambos picos eluyeron totalmente en la zona de lavado con agua,
wal habla de su gran hidrofilicidad y de que no son retenidos en la columna précticamente
2.
Con estos resultados se concluyb que las condiciones del programa 1, en donde se emplea un
Hiente de metanol de 10 -~ 100% funcionan muy bien para eliminar a la mayoria de los contami-
fes que se encueniran presentes en el exiracto salido de Sephadex, pero que son insuficientes
1 refener.a la hormona o separarla completamente del contaminante remanente.
Por lo tanto, se decidié probar las condiciones del programa 5, empleando como eluyente
:amente agua, sin adicionar TFA, Este cambio elevarfa el pH de 3.0 a 5.0 y con ello se pre-
1i6 determinar si bajo las nuevas condiciones de pH se podrian favorecer un poco las interac-
1es con la columna y ver si alguno de los dos picos se podrfan retener un poco més, de mane-
jue existiera mejor separacién. El resultado, que se muestra en la figura ( 51 ), indicd que
resolucién no mejoraba, y aln més que ambos picos eluian juntos, perdiendo la poca separa-

1 que se habia obtenido en condiciones Gcidas.
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e probd entonces una nueva columna de fase reversa, pensando que la anterior podria estar
riorada por fodo el uso que se le habfa dado, y que tal vez una columna nueva podria pro-
lfonar una mejor resolucién. Asf pues se volvié a utilizar agua + TFA 5 mMm pH 3.0 como
2nte bajo las condiciones del programa 5, y como se mostrd en la figura (52) la resolucién
ejord.

fambién se intentd separar més a estas dos fracciones utilizando una mayor longitud de fase
~sa, para lo cual se unieron dos columna de Ulirasphere~ODS, dando unas dimensiones cro-
gféficas de 4.6 x 500 mm, En este caso se observd ligeramente una mayor separacién, pero
inguna manera algo definitivo. Sin embargo, estos experimentos bajo las condiciones del pro-
«a 7, mostraron que ambos picos parecfan estar formados por varios componenies, ya que mos=
.n asimeirfas e incluso la presencia de "hombros". En vista de estos resultados se decidié co=-
ar por separado cada una de las fracciones visibles en cuatro porciones. Por bioensayo se
mind que la totalidad de la actividad biolgica se enconiraba en el pico 1.

se probaron también las condiciones del programa 5, pero eluyendo con una mezcla isocré-
de acefonitrilo al 5% en acetato de amonio 10 mM, pH 7.5, para ver el comportamiento de
alfcuota del pico 1. El resultado (Figura 54) mosird un solo pico y en él la actividad biol&-
« Por este anélisis la HND parecfa encontrarse finalmente pura, Sin er;zbargo, cuando se
ymatografié dicha fraccién nuevamente en condiciones &cidas, se observé que el material
sdoblaba otra vez en dos fracciones, lo que indicaba que el resultado obtenido a pH 7.5

u més que un artificio.
Dtra vez, se decidié cromatografiar al pico 1 bajo las condiciones del programa 5, con

+ TFA 5 mM y colectar los picos individualmente de manera que pudieran separarse . Al fi-
le estas corridas se obtuvieron las fracciones A y B por separado. Supuestamente el pico A,

sontenfa la actividad biolégica, deberfa encontrarse précticamente libre del contaminante B,
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Cuando se hicieron las cromatograffas analfticas de 20 y 50 t.0, se observ$, con gran sor-
sa, que el contaminante B segufa apareciendo. También se observé que su tamafio no varia=-

en comparaci®n con el pico A que sf lo hacfa en funcién de la cantidad analizada, Esto

hizo pensar que tal vez el confaminante B era un contaminante ajeno a la preparacién y que
iiblemente se estaba introduciendo en alguna parte del procedimiento. Se hicieron los coniro-
adecuados y se observé que en efecto la solucién utilizada para siliconizar los fubos en los
4les se recogfan las muestras mostraban contaminantes que coincidfan, uno, con una distorsién
-ervada en el pico A, y otro, en la posicién del contaminante B.

En duncién de estos resultados se pens que el confaminante observado era un producio de de-
-dacién del material utilizado para siliconizar. Por lo fanto, se decidié volver a separar ambcs
os bajo las mismas condiciones, pero ahora colectando en tubos de polipropileno que no nece-
in ser siliconizados, Eso podria solucionar el problema.

Sin embargo, después de haber realizado la separacién, al observar a nivel analftico el esta-
de pureza de la preparacién, nuevamente se enconird al contaminante B,

Este resultado nos hace pensar en la posibilidad de que la hormona se esté degradando de
una forma, y que se separe una fraccidn inactiva de la fraccién que mantiene la actividad.

1 forma de comprobar esa hipbtesis serfa realizando un anélisis de composicién de amino&cidos
pico B y ver, primero si se encuentran aminocidos, y segundo, en caso positivo ver si la
1posicidn es similar a la del pico A o diferente.

En caso de que no hubiera aminoGcidos en esa fraccién, entonces no molestarfa para el fra-

o de secuenciacién y se podria concluir, después de realizar varios criterios de pureza, que
preparacibn ya estd lista para proseguir los estudios de estructura, Eso mismo se concluiria
a composicién de amino&cidos fuera similar para el pico A y B,

Sin embargo, si la composicién fuera diferente en ambos picos, entonces se deberfa cambiar
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«ictica y proseguir la purificacién empleando oiro tipo de columnas en la cromatograffa de
presidén, dado que las posibilidades de la fase reversa han sido précticamente agotadas con
preparacién.,
2| préximo tipo de columnas que se utilizaréin son las que presentan grupos polares unidos a
atriz de sflice, como sonel =CN y el =NHy, de manera que se puedan usar en cromatogra-

e fase normal , Es muy probable que la hormona sf sea retenida en esas columnas dado que

- un alto grado de hidrofilicidad. En caso de encontrar un resultado positivo en dichas co-

was, ese seria el siguiente y, probablemente, Gltimo paso de purificacién de la hormona neu-

spresora,

Zn cuanto al Lote 4, se empezb a preparar ufilizando en principio el método tradicional . Se
dié separarlo en dos fracciones en la etapa de exiracto crudo: A y B, correspondientes a

" t.0. cada una,

Aprovechando el conocimiento y la experiencia adquiridos con las preparaciones anteriores se
18 alcanzar un grado de purificacién de la HND en el menor tiempo posible .

lLa fraccién A se somefié a los pasos de cromatograffa en Sephadex G-25 fino y Sephadex

5. Una vez eliminados una gran masa de confaminantes por estos medios se decidié proseguir
Jsrificacibn directamente en cromatograffa de alta presién, con las condiciones del programa
\l igual que sucedid con la fraccién 11l del Lote 3, la actividad neurodepresora eluyd en el
er pico, y éste se pudo separar de la mayoria de los contaminantes que se refienen en la co-
1a y que Gnicamente se desprenden al ir aumeniando la concentiracién de metanol en el gra-
e.

De esta forma, contébamos ya con una preparacién sumamente enriquecida con HND, pero
'onde todavfa existian contaminantes, Al igual que se observd con la fraccién Il del Lote 3,

fraccidn fambién confenfa una gran cantidad de sales. Por lo tanto se decidié desalificarla,
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svechando para ello el conocimienfo de que la HND es sumamente soluble en meiur;ol « Como
ndicd, el bioensayo revel§ que en efecto se habla recuperado toda la actividad biolégica
-oués de haber exiraldo exhaustivamente con metanol . Este paso funciond perfectamente y se
sieron eliminar las sales que confaminaban a la preparacién.

El siguiente paso consistié en fraccionar a este exiracto nuevamente en la columna de fase
=rsa, bajo las condiciones del programa 5. Como se flustrd en la figura (67 ), la muestra se
ard en cinco fracciones que fueron colectadas por separado. La actividad en este caso se pre=
6 en la fraccién §  en forma mayorifaria, Y un poco en la fraccién Y * Por primera vez en-
tramos una r;10yor retencién de la hormona en la columna de octudecilsilano, de manera que
a hasta el minuto 9 = 10 bajo las condiciones empleadas. Como se puede observar en la mis-
figura, la fraccién§ constituye una zona con muy baja absorcién, Debe fomarse en cuenta

en estos experimentos el rango de absorbencia utilizado fue de 2,0 AUFS.

También debemos indicar que en todos los experimentos realizados en esta etapa se utilizaron
tubos Eppendorf de polipropileno para recoger las fracciones, con la idea de eliminar por com=-
‘o la posibilidad de infroducir contaminantes provenientes del silicén.

Se volwid a cromatografiar el picoé bajo las mismas condiciones, variando Gnicamente el
2| de sensibilidad, esta vez a 0.1 AUFS y se obtuvo el panorama mostrado en la figura (68 ).
ifoensayo reveld que la actividad se repartia en los picos 2, 3 y 4, que esfén muy sobrepues-

correspondiendo su elucién nuevamente a unos 9 = 10 minutos desde el momento de la inyec-
1. Estos datos confirmaron los resultados obtenidos en el experimento anterior y mosiraron que
IND puede ser ligeramente retenida en la columna de fase reversa, aunque de todas maneras sus
erfsticas hidrofflicas hacen que eluya de la columna Gnicamente con agua + TFA § mM.

Es importante en este punto sefialar la diferencia de conducta de la hormona en este sistema
ndo la Gnica variable es el contenido de sales en la solucién. Cuando existen sales en la so-

én de HND, &sta eluye alrededor de los 6 minutos después de la inyeccién, prcticamente en
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volumen de exclusién. Sin embargo, cuando se la ha desalificado, la hormona se retiene par-
ulmente y eluye hasta el minuto 9 = 10, Estos datos podrfan sugerir una gran interaccibn enire
shormona y las sales, en donde probablemente se esté formando una capa d; solvatacién que
Ja que la hormona se excluya de la columna y por eso aparezca siempre al principio de los
-matogramas .

Ahora bien, en ausencia de sales la hormona es retenida un poco més, de todas maneras la
e reversa no es capaz de separarla en un solo pico, puesto qu:a la actividad se vié repartida
el cromatograma, Estos datos sugieren que no es posible seguir utilizando a la fase reversa
-no medio para conseguir una purificacién ulterior de esta fraccién, y que seré necesario pro-
* nuevas condiciones, con ofras columnas, para conseguir el objetivo deseado.

De cualquier forma, las variaciones realizadas en el procesamiento de la fraccién A del

e 4 han conseguido llegar mucho més rGpidamente a una situacibén en donde el final se apre=-
1 mucho més cercano, en condiciones en las cuales la hormona no tiene que ser sometida a

itos méfodos diferentes de purificacién, lo cual representa una ventaja en tiempo, por una

te, y por la oira, en que se evita un mayor malirato a la preparacién.

Por su parte, la fraccién B del Lote 4 se empez$ a purificar por el procedimiento de Sephadex
25 fino. El exiracto salido de esta etapa fue sometido a un nuevo experimento. Con el cono-
aiento adquirido del comportamiento de la hormona neurodepresora en la fase reversa, se de-
i6 intentar un paso preparativo que diera una gran separacién, Aprovechando el caracter
wrofflico de la hormona y el caracter hidrofébico de la mayor parte de los contaminantes, se
:idi8 hacer una separacién gruesa de ambos. Para ello se utilizaron los cartuchos de Sep=-Pak,
: contienen el material de octadecilsilano y se equilibraron en agua + TFA 5 mM, En efecto,
somprob8 que la actividad neurodepresora elufa en el lavado con agua + TFA 5 mM, mientras

» la mayor parte de los contaminantes Gnicamente se desprendfan en presencia de metanol .
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esta forma, muy répida (puesto que el procedimiento no foma més de 15 minutos), se pudo
-ener una fraccidén sumamente rica en HND,

Dicha fraccién se sometié entonces a la cromatograffa de alta presién, bajo las condiciones

programa 1, Como se ve en la figura (69 ), la cantidad de contaminantes hidrofébicos dis-
wyd en ese exiracto, Nuevamente la actividad eluy$ en el pico que aparece al principio

cromatograma, reproduciendo los resultados que se habfan obtenido anteriomente.,

El siguiente paso 18gico a desarmllar con esta fraccidn seré el de cromatografiar una peque-
parte de esta preparacién y observar que el resuliado esperado en efecto aparezca, es decir
2 la actividad se localice en el primer pico. Mientras que el resto de la preparacién se some=
5 a tratamiento con metanol, para desalificarla, y al cromatografiarla nuevamente, ver si
ite la observacibén de que se retiene més en la columna. Si dicho fenémeno vuelve a observar-
en esta forma, entonces quedard muy claro el efecto que las sales estén ejerciendo sobre el

nportamiento de la hormona en la columna de fase reversa.

Este informe ha constituido un resumen de los intentos realizados para purificar a la hormona
srodepresora de los crusticeos. Aunque en esfos momentos no contamos todavia con una prepa-
i6n completamente pura para iniciar los trabajos de elucidacién de la esfructura primaria, st

/
Jemos decir que el final se siente ya muy cercano.

Todo el trabajo realizado nos ha dado la posibilidad de conocer en gran medida muchas de
caracterfsticas de la hormona, y su comportamienio en diferentes sistemas de purificacién,
funcién del conocimiento adquirido, lentamente, sobre ella, es posible ahora para nosoiros
poner caminos de purificacién més sencillos y que en menos tiempo nos lleven a la consecu=
n del objetivo largamente deseado.

Por supuesio, dichos esquemas no podrian haberse sugerido a priori. Ha sido necesario ensayar
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sles procedimientos y tomar diferentes alternativas, para que a posteriori estemos en la
¥6n de hacer dichas proposiciones,
-abemos ahora de la existencia de sales en los exiractos purificados y de la influencia que
=n ejercer sobre el comporfamiento de la hormona en las columnas de fase reversa, por lo

serfa deseable eliminarlas en los primeros pasos del procedimiento de purificacién. Esto

wa lograrse exirayendo directamente con mefanol, durante la obtencién del exiracto total .
| siguiente paso serfa la separacién de las moléculas de mayor peso molecular de las peque=
realizada por el método de diélisis, como se ha hecho hasta la fecha, o por precipitacién
TCA al 15%; que se ha visto no desiruye la actividad hormonal y proporciona un extracto
ar al obtenido en la diélisis (datos no publicados).
in funcién del volumen del extracto crudo obtenido, éste podria, 8 no, semipurificarse en
sromatografia en Sephadex G-15, con la intencién de descartar una gran cantidad de ma=
| contaminante
. utilizacién de los cartuchos de Sep=Paok serfa el siguiente paso I8gico en este esquema, de
2ra que se eliminarfan en forma mayoritaria a los contaminantes hidrofébicos del exiracto.
Zl exiracto obtenido, a su vez, estaria listo para frabajarlo directamente en la cromatogra=-
fquida de alta presidn con una columna de fase reversa, bajo las condiciones del programa 1,
el fin de acabar de eliminar a los- contam inantes hidrofébicos.
El probable paso final en la purificacién no lo podemos aGn hacer fan categdrico. Es necesa-
srobar las posibilidades de las columnas de alta presién que contienen grupos polares, como
CNyel ~NH,, adosados a la matriz, para ver si en condiciones de cromatografia en fase
1al, la hormona puede ser retenida en la columna y separarla en forma definitiva del conta=-

inte que ha mosirado ser més persistente.,

El esquema propuesto presenta las ventajas de que se podrian manejar grandes cantidades de
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terial inicial; consta de relativamente pocos pasos de purificacién, lo que redundaria en una
iyor eficiencia en la recuperacién de la actividad total, ya que esta se maliratarfa menos; y
almente, lo que es m&s importante, se fendrfa una preparacién homogénea y completamente
ra de hormona neurodepresora

El paso més inmediato a seguir, sin embargo, es el de acabar de purificar la fraccién Il del
e 3, y las fracciones A y B del Lote 4, que en conjunto suman alrededor de 15000 t.0., me=
inte la cromatografia ITquida de alta presién en las columnas de fase normal y demostrar en
ma inequfvoc.:q que dichas fracciones se encuentren puras,

Con ese material creemos esfar en condiciones de obtener la estructura primaria de la hormona

srodepresora de Penaeus vannamei (Boone),
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