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INTRODUCCION 

La acción de las hormonas como moduladoras de patrones conductuales se halla bien documen

Gda en muchos animales, pero en realidad poco se conoce sobre los mecanismos por los cuales es

GS acciones moduladoras funcionan. Algunos de los patrones de conducta m6s conspicuos son las 

tmos circadianos de actividad locomotora, que persisten aún en ausencia de infonnación senso

al ;sobre los eventos ambientales externos. 

En loe crustáceos, el papel de factores endócrinos sobre la ritmicidad locomotora fue propuesto 

1icialrrente por la observación de que la separación de los tallos oculares resultaba en la aboli

ón del ritmo circadiano de actividad en el acocil Potamobius astacus ( 1 ), en donde se inducTa 

1 estado de hipoactividad continua por este método, y la inyección de un extracto de tallos 

:ulares provocaba un qumento en la actividad. 

Posteriormente, se reportó que en Procambarus clarl<ii y Cambarus diogé'les ( 2 ), y en Orco

,ctes virilis ( 3 ), la separación de los tallos oculares también inducia un cambio en el nivel 

actividad motora de estos animales, pero en este caso se obtenTa un estado continuo de hi.per

.tividad, mientras que la inyección de extractos frescos de tallos oculares provocaban una dis

nución en dicha actividad motora. 

Más tarde, estas últimas observaciones se han descrito también en vartas especies de crustá-

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

s producida por el teiido neurosecretor del tallo ocular. 

Desde el punto de vista neurofisiol6gico, se han descrito fluctuaciones circadianas en la res

uesta a elementos sensoriales en fase con el ritmo circadiano de la actividad motora ( 7 ), y se 

a visto que la inyección de extractos del tallo ocular induce una disminución de la actividad 

euronal, ya sea en animales intactos o en estructuras nerviosas aisladas. 

En Carcinus maenas , la supresión parcial inducida por extractos de teiido nervioso sobre la 

ctividad de neuronas a varios niveles de integración, es similar a la actividad disminurda que se 

bserva durante la fase diurna del ciclo circadiano espontáneo. En este mismo organismo, la de

resi6n diurna de la actividad neuronal es inducida por la liberación de un agente hormonal, 

1 cual es una molécula pequef'ia, termoestabl~ y de naturaleza peptrdica ( 8 ), particularmente 

~undante en el tallo ocular. 

J,.os registros unitarios de diversas neuronas en el acocil Procambarus bouvieri mostraron que 

~ extractos de tal los oculares, ya sean inyectados en animales intactos o aplicados localmente 

, preparaciones aisladas, resultaban en una disminución de la actividad espontánea y en las 

spuestas evocadas en receptores sensoriales e interneuronas ( 9 ) • En este caso también, la sus-

0ncia responsable de este efecto se identificó como un péptido de ba¡o peso molecular, el cua.l 

e bautizado con el nombre de Hormona Neurodepresora ( HND ). 

Se sabe que el sistema nervioso de los crustáceos es capaz de proporcionar cantidades mensu-

0bles de HND, especfficamente el que forma parte del tallo ocular, y el del ganglio supraesof6-

0co. La cantidad de actividad de HND en ambos órganos es diferente, conteniendo el tallo ocular 

3 - 5 veces más la cantidad de HND que se puede obtener del ganglio supraesofágico. Dentro 

1 tallo ocular, se reportó que la rmyor parte de la actividad neurodepresora se encuentra con

iada en el sistema médula interna - gl6ndula sinusal. Cuando se disecó selectiva'!lente la glán

•la sinusal, se observó que rn6s del 90% de la actividad de la fracción médula interna - glándu-
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a sinusal se localizaba en dicho 6rgano. De hecho, la gl6ndula sinusal contiene alrededor del 

;s% de toda la actividad de HND existente en el sistema nervioso del acocil ( 10 ). 

También se ha demostrado que la liberaci6n de HND de la gl6ndula sinusal de Procambarus 

K>uvieri muestra caracterfsticas similares a las de otras hormonas peptfdicas. La liberaci6n parece 

er estimulada por la excitaci6n de los axones neurosecretores, y se sabe que los axones de la 

i16ndula sinusal son eléctricamente excitables. Se encontr6 que la aplicaci6n de pulsos eléctricos 

e 1 milisegundo de duración, en un rango de voltaje de 0.1 a 10 V provocaban la liberaci6n de 

~ND de la gl6ndula sinusal, obteniéndose la saturaci6n con 1 V. También se estudiaron los efec-

_,s de la frecuencia de aplicación y se obtuvo un valor 6ptimo entre 1 y 10 pulsos por segundo ( 10 ). 

De la misma manera, se ha estudiado el efecto del potasio sobre la inducción de la liberaci6n 

e HND en la gl6ndula sinusal, y se ha observado que las soluciones con 40 mM de K+ estimulan 

l liberaci6n m6xima de HND, en presencia de calcio. Una caracterfstica común a la liberación 

-e 1,os transmisores sin6pticos o de los productos de neurosecreción es su dependencia de la pene

"Cc16n de calcio durante el perfodo de actiyaci6n. En el caso de la liberación de HND de la 

"6ndula sinusal, también se ha observado que el calcio desempeña un papel relevante en dicha 

beraci6n, ya que ésta es inhibida con soluciones carentes de Ca++, aún en presencia de K+ 

J mM ( 10 ). 

Desde el punto de vista morfológico, se_ ha observado por microscot;ría electrónica que la 

lberaci6n de HND de las terminales neurosecretoras de la gl6ndula sinusol ocurre por exocitosis 

~ gr6nulos. Cuando se midió la cantidad de HND liberada en función de la concentración de K+, 

observó que era aproximadamente paralela a la depleción de gránulos en las terminales neuro

cretoras ( 10 ). La dependenda de la liberación de HND con respecto al calcio puede estar 

lacionada con la exocitosis, ya que este ión no está involucrado en la generación de potencia

-s de acción en los axones neurosecretores. 

También se ha observado que la secreción de la HND en P. bouvieri posee un ritmo circadiano, 
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or medio de la medici6n de su concentraci6n en el sistema ner\ioso 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 m6s de 24 horas, la curva de concentraci6n-respuesta pa

:1 HND muestra trtulos entre 100 y 200% m6s 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

~rminada en intervalos de 3 hrs ., alcanza trtulos m6s altos en las muestras tomadas en la fase 

iurna, coincidiendo las transiciones entre ambas fases con las del ciclo nictameral; c) la sensi

ilidad de la neurona f-5 a una concentraci6n dada de HND también fluctúa a loºlargo del nic

mmero, siendo mayor cuando la neurona se encuentra en la fase nocturna del ciclo ( 11 ). 

Estos resultados sugieren que la producci6n de HND en los crust6ceos participa en la modula

'6n de la excitabilidad neuronal, particularmente en relaci6n al ciclo de 24 hrs. 

fl efecto neurodepresor de la HND parece ser no selectivo, es decir, afecta tanto a neuronas 

nsoriales como a motoneuronas ( 12 ). 

En cuanto a la localizaci6n de la HND en el sistema nervioso, se ha encontrado que lama

·>r actividad se encuentra en el tallo ocular. También se halla en el ganglio supraesof6gico pe

en una concentraci6n mucho menor. Asimismo, también se ha observado un poco de actividad 

,1 los ganglios tor6cicos y en cantidades muchrsimo m6s pequeñas en la cadena abdominal. Igual

.ente, 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

-Sn de HND en las diferentes estructuras (ganglio supraesof6gico, ganglios tor6cicos, ganglios 

::lominales y hemolinfa ) disminuye constantemente hasta desaparecer al cabo de cuatro dras. 

, embargo, a partir del quinto día se empieza a observar una recuperaci6n que r6pidamente 

" 
::anza los niveles basales ( 12 ), siendo el efecto mucho ~6s predominante en el ganglio supra-

:,f6gico y en los ganglios tor6cicos, que en la cadena abdominal. 
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En algunos experimentos disefiados para localizar el sitio de sfntesis de HND, se observ6 

ue en forma mayoritaria se lleva a cabo en los tallos ocula-res, necesit6ndose un tiempo de tres 

:>ras a 14: para encontrar actividad. Sin embargo, existe tambiSn síntesis, .aunque en mucho 

enor escala, en el ganglio supraesofágico y en los ganglios tor6cicos ( 12 ). 

Las características temporales de la actividad de HND, la presencia de esta sustancia en la 

emolinfa y su síntesis en el sistema nervioso central, ¡unto con el conocimiento sobre su almace

:1miento y liberaci6n en la glándula sinusal, son indicativas de la naturaleza neurohormonal de 

;te p~ptido. 

Posteriormente, se ha sugerido que el lugar primordial de síntesis de la HND es el 6rgano X, 

,calizado en la m~dula terminal del tallo ocular. Los axones de 6rgano X corren distal mente para 

.rminar en la gl6ndula sinusal ( 13 ). Las neurosecreciones son transportadas a lo largo de estos 

«>nes en forma de gr6nulos cuyos tamaf'ios varían entre 300 - 1200 A. Su liberaci6, probablemen-

ir,volucra un proceso de exocitosis, estimulado por una despolarizaci6n de las terminales. 

Por otra parte, tambi~n se han realizado estudios para conocer la di.stribuci6n de la HND 

, los invertebrados, a lo largo de la escala filoge~tica. Así, se ha identificado que existe 

·l cruzamiento fisiol6gico y el mismo comportamiento bioquímico entre la HND de Procambarus 

~uvieri y la HND del camarón Penaeus vannamei (Boone) ( 14, 15 ). Asimismo, se han encontra-

1 los mismos resul todos con toda una serie de especies de crust6ceos dec6podos, tanto marios 

,mo de agua dulce, lo que nos llev6 a postular que la presencia de esta hormona es una carac

rística común a todos los crust6ceos dec6podos ( 16 ) • 

~steriormente, dicha proposici6n fue confirmada también en Nephrops norvegicus y Carcinus 

~ ( 17 ). 

Recientemente, hemos publicado que la HND, con las mismas características descritas en los 

cápodos, se encuentra presente también en el estomat6podo Squilla mantis, el cual es un crus-

ceo más primitivo que los decápodos en la escala evolutiva ( 18 ). Este hallazgo sugiri6 que 
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:, únicamente los dec6podos posefan esta molécula, sino que su existencia en los crust6ceos 

arecra ser general • 

Aún m6s, en experimentos muy recientes, hemos observado a la misma actividad neurodepre

•ra, con el mismo comportamiento fisicoqufmico, en un anélido: Lumbricus terrestris, y en un 

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

siológicamente con el receptor del acocil P. bouvieri • 

Todos estos datos apuntan a la posibilidad de poder sugerir que la HND es común a una gran 

•riedad de grupos invertebrados. Dicha situación es acorde con las caracterfsticas biológicas de 

hormona, es décir una molécula encargada de modular la excitabilidad neuronal, que presen

una gran estabilidad evolutiva. 

Desde el punto de vista bioquTmico, se ha logrado purificar y caracterizar parcialmente a 

i hormonas neurodepresoras de Procambarus bouvieri y Penaeus vannamei. Inicialmente se al

nz,ó un grado razonable de pureza con la HND del acocil por métodos electroforéticos única

nte ( 20,21 ), pero la mayor desventa¡a de este método era que no se podían traba¡ar grandes 

,tidades de material. Posterionnente, diseñamos un método que involucraba pasos de purifica

'" por cromatografía en gel junto con pasos electroforéticos, que fueron apli_cados tanto para 

¡purificación de HND de P. bouvieri ( 22 ) , como para la de P. vannamei ( 14, 15 ), y en 

.>os se alcanzó un nivel razonable de pureza ( alrededor de 4 x 1o4 sobre el nivel del extrac

::rudo). 

Los trabajos de caracterizaci6n realizados nos_ llevaron a postular que la HND es un péptido 

-ueño, susceptible a la acción de enzimas proteolfticas; termoestable; dializable; compuesto 

:amente por amino6cidos que le confieren características de neutralidad ante un campo ei'c

-o, como son: Asn, Ala, Val, Ser, Gin, Gl~í Thr, Leu/lle y Pro; que tiene un peso molecular 

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

~ue se trate de un pépticlo cíclico ( 14, 15,21,22). 
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Como puede suponerse, el establecer la estructura primaria de esta hormona es indispensable 

:ira poderla caracterizar totalmente. Adem6s, dicho conocimiento nos permitiña poder sinteti

arla, lo cual nos darra la posibilidad de poseer grandes cantidades para utilizarlas en estudios 

:snto bioqurmicos como fisiol6gicos. Esto nos permitir6 elucidar por completo el mecanismo de 

cci6n de esta hormona y la regulaci6n de su biosrntesis, entre otras cosas. 

Sin embargo, a la fecha no ha sido posible conseguir dicho objetivo en funci6n de que las 

-eparaciónes purificadas por la metodologfa desarrollada no han sido todavra capaces de propor

íonarnos una cantidad de hormona completamente pura y en cantidades suficientes como para 

:x:ler obtener dalos confiables e inequTvocos sobre la estructura de la HND. 

Es por ello que hemos decidido utilizar una nueva herramiert a para conseguir el objetivo 

,helado. Dicha herramienta la constituye la ·cromatografTa ITquida de alta presi6n, la cual 

: una técnica que permite un grado de resoluci6n que ninguna de las metodologTase1mpleadas 

,~riormente puede igualar. 

En el presente trabajo, pues, se hace un resumen de los esfuerzos realizados con el fin de 

>tener una preparaci6n abundante con las caracterTsticas de pureza necesarias para hacer el 

fudio de secuenciaci6n, mediante la técnica de cromatografía liquida de alta presi6n. 
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MATERIALES Y METODOS 

Limpieza deJ material.- Tocio el material de vidrio utilizado en este trabajo fue lavado pre

amente en una mezcla sulfonTtrica ( 6cido sulfúrico concentrado : 6cido nTtrico concentrado, 

: 1, v/v ) calentando dicha mezcla hasta la emisi6n de vapores. Después se enjuag6 el material 

-m agua bidestilada y desionizada. Posterionnente se trató con una sol uciórr de Aquasi I al 1 %, 

'v, con el objeto de siliconizar las paredes del material de vidrio y evitar adsorción de material 

oternico. 

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

la especie Penaeus vannamei (Boone), capturados en las costas de Mazatlán, ,Sinaloa. Estos 

•imales fueron utilizados sin distinci6n de sexo ni edad. 

Reactivos.- Todos los reactivos usados fueron del mejor grado de pureza existentes en el mer

.c:Jo. En la preparaci6n de las soluciones, asT como en todos los procesos en general, se usó agua 

~estilada y desionizada, a la cual nos referiremos durante la exposici6n de este trabajo simple

nte como agua. 

En el caso de los solventes utilizados en la cromatografTa líquida de alta presi6n, únicamente 

utilizaron solventes grado HPLC. 

Soluciones amortiguadoras.-

1) So1uci6n amortiguadora pH 1.8.- Esta soluci6n se preparo utilizando ác. fórmico: ác. 

-~tico Qlacial : agua, en las proporciones 1 : 4 : 45, v/v/v • 
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2) So1uci6n amortiguadora pH 10.0.- Esta soluci6n se prepor6 usando carbonato de amo

io O .1 M y ajustando a pH 1 O .o con amonfaco. 

3) So1uci6n amortiguadora pH 3.5.- Esta se prepara utilizando piridina: 6c. acGtico gla

ial : agua, en las proporciones 1 : 1 O : 89, v/v/v. 

4) So1uci6n amortiguadora pH 6.0.- Se prepara mezclando piridina : 6c. acético glacial : 

~ua, en las proporciones 46: 4: 950, v/v/v. 

5) So1uci6n fisiol6gica para crust6ceos de Van Harreveld ( 23 }. 

NaCI ---------------------0 .2 M 
CaCl.2 • 2H20 ------------0.02 M 
Ka -------------------0 .00536 M 
MgCI ------------------0 .0026 M 
NaHC03 -----------------0 .0023 M 
Tris-HCI -----------------0.05 M 

ajustado a pH 7 .2 con HCI 

Tinciones .-

1) Método de la ninhidrina .- Se emplea como agente localizante ninhidrina al 0.25% 

, acetona. La f'Gcnica consiste en rociar las tiras de papel con un aspersor que contiene la so

ci6n de ninhidrina, hasta que el papel quede bien humedecido. Después se colocan las tiras 

,1 el horno a 1 OOºdurante 1 O - 15 minutos, con el objeto de desarrollar la coloraci6n ( 24 ) • 

2) ~todo de Pauly .- Esta técnica es especi'fica para histidina y otros imidazoles ( 25 ). 

utilizan los siguientes reactivos: 

So1uci6n 1: 6c. sulfanMico al 1 % en HCI 1 N. 

Soluci6n 11: nitrito de sodio al 5% en soluci6n acuosa. 

Sol uci6n 111: carbonato de sodio al 15% en agua. 

Para mayor explicaci6n de la f'Gcnica, véase ( 14 ). 

3) ~todo del cloro.- Este método es muy útil para el caso de amino6cidos, amino6cidos 

.,, el grupo amino bloqueado y para ~ptidos ( 26 ). Para realizar esta técnica se sigui6 el méto-

de Rydon-Smifn ( 27,28 ). Para mayores detalles consúltese ( 14 ). 
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Bioensayo .- La actividad de la honnona neurodepresora fue probada in vitro, como se ha 

escrito en detalle previamente ( 10 ), por su efectividad en reducir la frecuencia de descarga 

spont6nea de las motoneuronas del ganglio abdominal del acocil Procambarus bouvieri (Ortmann). 

Las mediciones de frecuencia de descarga fueron medidas en la motoneurona f-5 del tercer 

anglio abdominal, de acuerdo a la tenninologfa establecida por Wine et al (29). 

Posterionnente, se cambi6 de preparaci6n fisiol6gica a una motoneurona del sistema tenso

eceptor del acocil, en donde se afsla una motoneurona despu~s de disecar el te¡ido m~cular y 

,s registros se hacen directamente de ella, con un electrodo de succi6n ( 38 ). Esta preparaci6n 
. 

,sul ta más sensible que la anterior. 

Obtenci6n de los tallos oculares.- Los tallos oculares fueron obtenidos directamente de ca

:Jrones recién capturados, cortando con ti¡eras la extensi6n del caparaz6n (rosfrum) que existe 

,tre los dos ojos del animal y desp~s cortando los tallos oculares desde su base. lnmediatamen

se congelaron fXll'C evitar cualquier tipo de degradaci6n y en esas condiciones se trajeron al 

•boratorio • 

En el laboratorio se mantuvieron a -70: en un congelador Reveo, hasta el momento de iniciar 

,s extracciones. 

Extracci6n y a~slamiento de la HND.- Se sigui6 el procedimiento que se ha descrito previa

!nte ( 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

is obtenidos se trataron con varios volúmenes de acetona y posteriormente cloroformo, con el 

de disgregar lipidos que pudieran estar englobando moléculas de honnona. Después de elimi-

, los solventes con corriente de aire, se extrajeron los polvos con agua a 45: agitando mec6-

:amente durante 60 minutos, y luego se centrifug6 a 700 x g, por 30 minutos, a 4~ Se recogie

•1 los sobrenadantes y los precipitados se reextra¡eron nuevamente, utilizando la misma metoclo

i!Ía. Al ñnal de las extracciones se reunieron todos los sobrenadantes obtenidos. 
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Concentraci6n.- En el caso de volOmenes mayores obtenidos de las extracciones de HND, 

en la etapa de obtenci6n del extracto crudo, asr como cuando se cóncentraron las fracciones 

:tivas de las columnas de cromafografra en gel, se concentr6 hasta la obtenci6n de volGmenes 
.... 

,querao sen un evaporador rotatorio marca Buchler, adaptado a una bomba de alto vacro mar-

1 Speedivac. Para mayor detalle consGltese { 14 ). 

En el caso de fracciones pequerias, tambi&n se utiliz6 una corriente de nitr6geno aplicada 

rectamente sobre las muestras, con el fin de concentrarlas o de llevarlas a sequedad. 

En el caso de las fracciones obtenidas de la cromatografra lrquida de alta presi6n, el conte

do de los tubos se concentr6 en un evaporador centrífugo al vacro, marca Savant, calentando 

Di61isis.- Los extractos totales obtenidos de las ex~cciones de HND fueron dializados di

ctamente contra agua bidestilada y desionizada, a 4~ La actividad de HND se localiza en las 

iUCS de di61isis, quedando en el interior de la bolsa las mol&culas con un peso molecular mayor 

13,600 dal tones. 

Detenninaci6n de proteTnas totales.- Los extractos obtenidos en diferentes etapas de purifi

ción fueron cuantificados en cuanto a su contenido de proteTnas totales. Para ello se utilizó 

m~todo de l.owry, en la fonna modificada por Hartree ( 30 ), utilizando como patr6n una so

::i6n de albGmina !&rica bovina. Las muestras ensayadas se probaron en tres diferentes dilucio

,, siempre por duplicado. 

Cromatograffas de filtraci6n molecular en gel.- Durante diferentes etapas en los procesos 

purificaci6n se utiliz6 la cromatograffa de filtración molecular como un medio para obtener 

-ractos m6s puros o bien desde el punto 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 
• 

ama ). Las columnas utilizadas variaron sus condiciones de acuerdo a las necesidades de cada 
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xperimento. Los par6mefros de cada columna se hallan indicados en la secci6n de RESULTA DOS • 

Dependiendo del caso, la salida ~e la columna se acopl6 a un espectrofof6mefro de flu¡o con 

1 fin de registrar la absorbencia de las muestras cromatografiadas, ya sea a un registrador Uvicord 

,.:fe LKB, con longitud de onda fi¡a a 254 nm, o bien a dos Uvicord S, de LKB, con longitudes 

e onda a 206 nm y 280 nm, con el ob¡eto de registrar simultáneamente a ambas longitudes de 

,da. Finalmente, las fracciones se colectaron en tubos colocados en un colector de fracciones 

:1rca LKB, modelo Ultrorac 7000. 

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

Todas las croinatografTas se realizaron a temperatura ambiente. 

En algunos casos se utilizaron las columnas de cromatografFa LKB, modelos 2137-026 y 

37-016, las cuales poseen un dispositivo de inyecci6n de la muestra muy adecuado para favore

,r una buena separaci6n. 

CromatografTa de intercambio i6nico en CM-celulosa.- Se utiliz6 una CM-celulosa de Sigma 

).74 meq/g, fino ), la cual se recicl6 antes de ser montada en las columnas. 

Cromatografra analTtica.- Se trataron 2-g de CM-celulosa con 30 mi de NaOH 0.5 M, 

•itando suavemente y de¡ando en reposo 30 minutos. Se decanf6 y se lavó con agua hasta·obte

,r un pH cercano a a.o. Posterionnente se agregaron 30 mi de HCI 0.5 N, se agit6 y se de¡6 

reposo 30 minutos. Este segundo tratamiento se repiti6 una vez m6s. u,,ego se decant6 el so

-!nadante y se lavó con agua hasta obtener un pH cercano a 5.0. Durante el lavado con agua 

eliminaron los finos. 

La CM-celulosa reciclada se equilibró en un amortiguador de acetato de amonio 50 mM, 

4.7, y se monf6 en una ¡eringa de 5 mi, previamente siliconizada. Las dimensiones del lecho 

ron: 1.4 x 5.3 cm. 

La muestra se equilibró en el amorñguador mencionado. DespuGs de aplicar la muestra, se 

6 equilibrando en contacto con la columna durante 15 minutos, deteniendo el flu¡o. Posterior-
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1ente se empez6 a eluir. Las fracciones recogidas fueron de 1 mi. Desp~s de haber elufdo 

on 10 mi del amortiguador inicial, se cambi6 Ci un amortiguador de acetato de amonio 50 mM, 

Ha.o. Desp~s de 5 mi se cambi6 nuevamente de amortiguador, en este caso a uno de acetato 

e amonio 500 mM, pH a.o. Despu!s de la fracci&n 60 se empez6 a eluir con un amortiguador 

e acetato de amonio 1 M, pH a.o, con el fin de despegar cualquier partfcula retenida en la 

~lumna. 

Las fracciones fueron lerdas a 254 rm. Luego se evaporaron las fracciones con co1Tiente de 

trógeno, en dos ocasiones, resuspendi&nclolas posteriormente en agua, con el fin de leer en el 
. 

-pectrofot6metro a 230 nm y a 206 nm. 

Los tubos obtenidos se reunieron en doce fracciones y se busc6 la HND por bioensayo. 

Cromatograffa preparativa.- En este caso se reciclaron 1 O g de CM-celulosa,· inicialmen

con 150 mi de NaOH 0.5 N y posterionnente con HCI 0.5 N, en la misma forma que se indic6 

~iba. Se equilibr6 la resina en acetato de amonio 50 mM, pH 4.7 y se mont6 una columna con las 

guientes dimensiones: 1 .5 x 27 cm. La muestra se equilibró en el mismo amortiguador y se aplicó 

a columna. Se empezó a e luir con un flujo de 40 ml/hr. Posteriormente se cambió a un amor

~uador de acetato de amonio 50 mM, pH a.o, y m6s tarde se inici6 un gradiente de 50 mM a 

J mM, manteniendo el pH a.o. 

Las fracciones elufdas se leyeron directamente a 254 nm en el Uvicord 1. Los tubos obtenidos 

-reunieron en nueve fracciones y se busc6 la HND por bioensayo. 

Electroforesis en papel.-

Electroforesis analTtica a mediano voltaje.- Se utiliz6 una celda tipo Durrum, marca 

:kman, modeb R. La fuente de poder utilizada fue de marca Beckman, modelo Duostat RD • 

.;aporte empleado fueron tiras de papel Whatman 3MM, de 3 x 31 cm, o bien tiras dobles de 

31 cm. 

Las condiciones empleadas fueron las que a continuaci6n se mencionan: 
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Tiempo de saturaci6n de la c6mara: 30 minutos 

Tiempo de corrida: 80 minutos 

Volta¡e aplicado: 450 volts { 14.5 v/cm ) 

La1 tiras se secaron en e I hom o a 1 OOC: 

Las variantes en las elecfroforesis fueron las soluciones amortiguadoras usadas en cada caso 

la cantida~ de muestra aplicada. En todos los casos, las electroforesis se realizaron a tempera

ra ambiente. En cada caso se observaron las tiras ba¡o la luz ultravioleta y se realizaron las 

lciones deseadas ( como se observa en la secci6n de RESULTADOS ) • 
. 

Electroforesis preparativa a mediano wlta¡e.- En estos experimentos se utilizaron el mis-

, tipo de celdas y fuente de poder que en el caso de las electroforesis analTticas. El soporte 

1pleado fueron ho¡as de papel Whatman 3MM, de 29 x 31 cm. 

Las condiciones fueron las mismas que para la elecfroforesis analTtica, variando como en 

uel caso, las soluciones amortiguadoras y la cantidad de muestra aplicada. 

Después de cada corrida, se cort6 un extremo de la hoja y se tiñ6 por el método de la clori

ci6n. Una vez identificadas las manchas, se recort6 una tira a lo ancho de la hoja y de ahr 

procedi6 a extraer a la honnona. 

Extracci6n a partir del papel.- Las tiras de papel de las hofas de electroforesis preparativas 

recortaron en pequeños pedacitos, los cuales se colocaron en adaptadores de pl6stico para tu

:; de cenfTFuga, a los que previamente se habTa puesto un poco de fibra de vidrio lavada según 

método de Schwartz ( 31 ). Después se empaparon los pedacitos de papel con 1 mi de agua y 

,centrifugaron a 900 x g, 15 minutos, a 4C: Se efectuaron cinco lavados a cada tubo. Los filtra

, se reunieron y concnentraron en el evaporador rotatorio hasta un wlurnBII detenninado. 

Electroforesis y cromatografTa en capa delgada.- Esta ~cnica se utiliz6 como un criterio 

pureza de las muestras purificadas. Se utiliz6 una c6mara marca Camag (tipo Pastuska), mode

lECF6/TLE-69-E. La muestra se aplic6 sobre placas de celulosa MN300, de 250 micras de es-
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»esor, de 20 x 20 cm. En la elecfToforesis se utiliz6 el amortiguador de pH 6.0, con la apli

:aci6n de 500 V durante 45 minutos. 

La cromatografFa se llev6 a cabo utilizando una c6mara cromatogr6fica de Eastman, en una 

egunda dimensim, empleando n-butanol : 6c. ac&tico glacial : agua, en las .proporciones 4 : 1 : 5, 

/v/v, utilizando Onicamente la fase org6nica (superior). El tiempo de corrida fue de 2 hrs. 

Después de secar la placa se hace la tinci6n con cloro. 

Para mayor detalle de las Oltimas :f4cnicas expuestas se sugiere consultar ( 14 ). 

Crono fografi'a ascendente unidime,.ional en capa fina.- Esta tambi&n se utiliz6 como un 
. 

·iterio de pureza de las muesfras. La mezcla de solventes fue n-butano : 6c. acético glacial : 

3ua, (4 : 1 : 5, V/v/v ) fase superior. La muestra se aplic6 en una placa de celulosa MN300, 

e 250 micras de espesor, de 20 x 20 cm. La cromatografFa se corri6 dutante dos horas y luego se 

f'l6 • 

.f>ara mayor detalle, véase ( 14 ). 

Detenninaci6n de la composici6n de amino6cidos .- El an61isis de composici6n de amino6ci

il5 se realiz6 en fonna autom6tica en un analizador tipo DutTUm D-500, en el laboratorio del 

·• Paul Fletcher, de la Universidad de Vale. 

Las muestras se enviaron en ampolletas selladas a la flama, previamente evaporadas con co

,ente de nitr6geno. El m&todo de hidr61isis se realiz6 con HCI 6 N, a 110: durante 20 hrs., 

presencia de 0.5% de fenol, in vacuo. El producto de la hidr61isis se disolvio en un amorti

:idor de citrato de sodio 0.2 M, pH 2.2, y se aplic6 al Durrum D-500. El procedimiento de 

.ilisis utiliz6 una sola columna y dur6 50 minutos. 

Espectro de absorci6n .- Se utiliz6 un espectrofot6metro de barrido Unicam SP-700 de doble 

'O. La muestra se coloc6 en la celdilla y se registr6 su espectro de absorci6n desde 200 nm has-

330 nm, con una sensibilidad de 0.8 AUFS y una resoluci6n de 2. 
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Dansilaci&n.- Otra forna de obtener la composici6n de amino6cidos fue mediante la ~cni

de dansilaci6n. Se sigui6 el método de Gray y Hartley ( 32 ), con algunas pequeñas modifi

ciones ( 33 ). La ~cnica se desarroll6 asr: 

- Utilizar tubos de 6 x 50 mm, lavados con mezcla sulfonftrica 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 NaHC03 O.OS M, pH 10.0 

- Agragar 15 ul de acetona. 

-Agregar 10 ul de una soluci6n.de DNS-CI 10 mM en acetona. 

- Incubar a 3~ 30 minutos. 

- Evaporar a sequedad con corriente de nitrógeno. 

- Resuspender en 1 O ul de la mezcla acetona : ác. acético ( 3 : ·2, v/v ). 

- Hacer diez aplicaciones con micropipefas alargadas sobre placas de poliamida (Analtech), 

3·x 3 cm. 

Correr las microcromatografTas con el siguiente sistema de solventes: 

la. dimensién: ác. f6nnico: agua ( 1.5: 100, v/v) 

2a. dimensi6n: n-butanol : heptano: ác. acético ( 3: 3: 1, v/v/v). 

- Secar las plaquitas con el calor de un foco de 100 watts y posterionnente con una co-

1nte de aire frío y luego aire caliente. 

- Observar bajo la luz ultravioleta e identificar las manchas fluorescentes. 

El remanente de los productos dansilaclos se sometieron a hidr61isis ácida con HCI 6 N, durante 

lhrs. a 110: en los mismos tubos, sellados a la flama. 

Después de la hidr61isis se evapor6 el HCI con corriente de nitrógeno, se resuspendi6 el con-

1iclo del tubo en 25 ul de agua y nuevamente se evapor6, esta operaci6n se realiz6 en dos oca

ies. Luego se resuspendi6 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 cromatografTas en los mismos sis

mas de solventes seftalados. De esta fonna se puede obtener la identificaci6n del grupo -NH2 

nninal de un ~ptido. 

El remanente del producto hidro fizado se someti6 nuewmente a una dansilaci6n, siguiendo 

mismo procedimiento descrito arriba. Al observar las placas ba¡o la luz ultravioleta se obtie

la composici6n de amino6cidos. 

De esta fonna, se pueden obtener tres datos: el DNS-~ptido, el grupo amino tenninal y la 

mposici6n de amino6cidos, con una sola muestra d~ 2 nanomoles de material. 

Cromatografl'a ascendente en papel.- Con el ob¡eto de eliminar al tiodiglicol de las prepara

,nes de HND se utiliz6 la cromatografTa ascendente en papel ( 34 ). Como soporte se utiliz6 

:i hoja de papel Whatman 3MM de 18 x 29 cm. La muestra se aplic6 en banda a 2 cm de la 

l la del papel. En un extremo se coloc6 una alrcuofa de H ND pura de Procambarus bouvieri 

no patr6n. Se desarroll6 la cromatograffa con el sistema n-butanol : 6c. ac,tico : agua 

; ·1 : 5, v/v ), durante dos horas. Se sec6 la ho¡a con aire caliente y se tiró con cloro. 

Desalificaci6n de los extractos de HND.- Con el fin de eliminar a las sales que acompañan 

os preparaciones de hormona neurodepresora se sigui6 el procedimiento que a continuaci6n se 

•nciona. Las muestras se evaporaron pr6cticamente hasta sequedad en el concentrador centri

,o al wcro. El precipitado obtenido se extraio con 2 mi de metanol, agitando en un vortex; 

go se centrifugó a 2000 rpm durante 5 minutos. Se recogieron los sobrenadantes y los precipi

,os se extrajeron nuevamente con mefanol. El procedimiento se repiti6 6 veces. Posteriermen

:e evaporo el metanol y la pastilla obtenida se resuspendi6 en agua. Se enviaron alícuotas a 

-ensayo para determinar si se había recuperado tocia la actividad. 

Cromatografía liquida de al fa presi6n .- Los diversos experimentos de cromatograffa liquida 

:ilta presi6n ( HPLC ), se llevaron a cabo en un aparato Altex, modelo 332, que posee dos 

,bas modelo 110A, con unmicroprocesador modelo 420 y un inyector de muestras modelo 210. 
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Todas las cromafografras de alta pr~si6n se -realizaron con columnas de fase reversa Ultras-

1ere -ODS, con di6metro de partrculas de 5 um, y dimensiones de 4 .6 x 250 mm. 

Los programas utilizados durante los diversos experimentos se introdu¡eron al microprocesador 

~ datos de la siguiente manera: 

Programa A: 

tiempo funci6n valor duraci6n 
o flu¡o o.s S/E 
o vel. papel 1.0 S/E 
o %8 o.o 2 S/E 
2 %8 so 10 S/E 

12 %8 100 5 S/E 
17 %8 100 5 S/E 
22 %8 o.o 5 s~ 

27 lfu¡o o.o S/E 
27 vel. papel o.o S/E 

11 vente A: agua 
,lvente 8: acetonitrilo al 100% 
:gistrafo a 212 nm en un espectrofotómetro Beckman D8 

,¡o: ml/min 
1. papel: cm/min 
iraci6n: minutos 
'E: almacena/ejecuta 
18: porcentaje del solvente 8 en el gradiente 

Programa 8: 
tiempo 
o 
o 
o 

10 
40 
50 
55 
65 
65 

Dvente A: agua 

funci6n 
flujo 
vel. paepl 
%8 
%8 
%8 
%8 
%8 
·fh,¡o 
vel .papel 

Gvente 8: acetonitrilo al 100% 

valor 
0.25 
1.0 
o.o 
35 
100 
100 
o.o 
o.o 
o.o 

duraci6n 

10 
30 
10 
5 

10 

S/E 
S/E 
S/E 
S/E 
S/E 
5/E 
S/E 
5/E 
5/E 

,gistrado a 212 nm en un espectrofotómetro Beckman D8. 
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Programa C: 
tiempo funci6n valor duraci6n 
o flujo 0.5 S/E 
o vel. papel 1.0 S/E 
o %8 o.o 17 S/E 

17 %8 G.'O S/E 
17 &,jo o.o S/E 
17 vlil. papel o.o S/E 

lvente A: metanol al 50% en agua+ 6cido trifluoroac~tico (TFA) 5 mM, pH 3.0 
registr6 a 212 nm en un expectrofot6metro 8eckman D8. 

Programa D: 
tiempo 
o 
o 
o 
10 
25 
30 
40 
40 

funci6n valor 
flujo 0.5 
vel. papel 1 .o 
%8 o.o 
%8 100 
%8 100 
%8 o.o 
flujo O.O 
vel • papel O .o 

duraci6n 

10 
15 
5 

10 

5/E 
S/E 
S/E 
S/E 
5/E 
S/E 
S/E 
S/E 

!vente A: metanol al 10% en agua+ TFA 5 mM, pH 3.0 
·vente ·8: metanol al 50% en agua+ TFA 5 mM, pH 3.0 
3istrado a 212 nm en el Beckman D8. 

Programa 1: 
tiempo funci6n valor duraci6n¡ 

O flu¡o O .5 S/E 
O vel. papel 1 .o S/E 
O %8 O.O 10 S/E 
10 %8 100 30 S/E 
40 %8 100 10 S/E 
50 %8 O.O 15 S/E 
65 fluio O.O S/E 
65 vel. papel O.O S/E 

vente A: metanol al 10% en agua+ TFA 5 mM, pH 3.0 
vente B: metanol al 100% + TFA 5 mM, pH 3.0 
,¡istrado' a 206 nm en el Uvicord S y a 212 nm en el Beckman DB. 

En algunos casos se aument6 el lavado con MeOH 100% a 15 min. 
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Programa 2: 
tiempo funci6n valor duraci6n 

o flujo 1.5 
o vel. papel 0.5 
o %8 100 

20 %8 100 
30 %8 o.o 
45 1'lijo o.o 
45 vel. papel o.o 

,lvente A: agua 
,lvente 8: metanol al 100% + TFA 5 mM, pH 3.0 
,gistrado a 212 en el Beckman D8. 

20 
10 

15 

S/E 
S/E 
S/E 
5/E 
S/E 
5/E 
5/E 

Este programa se utiliz6 para analizar la calidad del agua utilizada en la cromatograffa de 
ta presi6n. 

Programa 3: 
tiempo 

o 
o 
o 

180 
180 
180 

llventes A y 8: agtJCJ 
,gistrado a 212 nm. 

funci6n 
flujo 

vel. papel 
%8 
%8 
flujo 
vel. papel 

valor duraci6n 
2.0 5/E 
0.5 5/E 
100 180 5/E 
o.o S/E 
o.o 5/E 
o.o 5/E 

Este programa se utiliz6 para acabar de purificar al agua utilizada en HPLC, en una columna 
Ultrasil-ODS, con partrculas de 10 um de di6metro y dimensiones 4.6 x 250 mm. 

Programa 4: 
tiempo funci6n valor duraci6n 

o flujo o.s 
o vel. papel 1.0 
o %8 o.o 

15 %8 15 
35 %8 50 
50 flujo o.o 
50 vel. papel o.o 

vente A: agua + TFA 5 mM, pH 3 .O 
vente B: metanol al 100% + TFA 5 mM, pH 3 .O 

.iistrado a 206 nm en el Uvicord S. 

15 
20 
15 

S/E 
S/E 
S/E 
S/E 
S/E 
S/E 
S/E 
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Programa 5: 
tiempo funci6n valor duraci6n 
o flu¡o 0.5 S/E 
o vel. papel 1.0 S/E 
o %8 o.o 20 (30) S/E 

20 {30) fluio o.o S/E 
20 (30) vel. papel o.o S/E 

1lvente -A: agua 
,gistrado a 206 nm en el Uvicord S. 
,pendiendo del experimento se us6 tambi~n 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 cromatograff'a se desarroll6 en fonna isocr6tica. 

Programa 6: 
tiempo funci6n valor 
o flu¡o 1.0 
o vel. papel 1.0 
o %8 o.o 
20 fluio o.o 
20 vel. papel o.o 

lvente A: metanol al 70% en agua 
gistrado a 254 nm en el Uvicord S. 

duraci6n 
S/E 
S/E 

20 S/E 
S/E 
S/E 

Este programa se utiliz6 para hacer la detenninación de platos te6ricos a las columnas de 
trasphere-ODS, con di6metro de partrculas de 5 um y dimensiones de 4.6 x 250 mm. Como 
t6ndares se utilizaron las siguientes sustancias: 1) acetofenona; 2) nitrobenceno; 3) benceno; 
tolueno. 

Programa 7: 
tiempo funci6n valor 
o flujo 0.5 
o vel. papel 1.0 
o %8 o.o 

60 flujo o.o 
60 vel. papel o.o 

vente A: agua + TFA 5 mM, pH 3 .O 
1istrado a 206 nm en e I Uvicord S. 

duraci6n 
S/E 
S/E 

60 S/E 
S/E 
S/E 

Este programa se utiliz6 cuando se unieron dos columnas de Ultrasphere-ODS en serie, dando 
•JS dimensiones de 4.6 x 500 mm. 

Debido a que la técnica del HPLC es muy sensible, es necesario que la calidad de lbs reacti-
y solventes usados sea de altísima pureza, por ello todos los solventes orgánicos usados fueron 

_grado HPLC. Por su parte el agua utilizada para estos experimentos fue sometida al siguiente 
-amiento. El agua bidestilada comercial se desioniz6 inicialmente, y luego se bidestil6 en vidrio. 
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osterionnente se filtr6 en Millipore 0.22 um, y finalmente se acab6 de purificar en una colum-

a Ultrasil-ODS, con partrculas de 10 um de di6metro y de dimensiones 4.6 x 250 mm, utilizan

¡, el programa 3. El agua salida de este tratamiento se analiz6 bajo las condiciones del programa 

• 

Debe mencionarse que el grado de purezcz obtenido en el agua sometida a este tratamiento 

1e mejor que el que se puede observar con el agua grado HPLC de fuentes comerciales. 

Todas las muestras que iban a ser cromatografiadas en HPLC fueron filtradas previamente en 

,illipore 0.22 um, para evitar la presencia de mac~partrculas que pudieran tapar las tuberfas 

interaccionar en fonna irreversible con la columna. 

Las columnas de cromatografra de alta presi6n fueron protegidas por la colocaci6n de una pre-

1lumna llena del mismo material Ultrasphere-ODS. 

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

ser utilizados en las cromqtografras. 

En muchos casos, las fracciones elurdas de la columna de alta presión fueron colectadas en 

)ques, sobre todo aquellas provenientes del programa 1 • Dichos bloques estuvieron distribuTdos 

la siguiente manera: 

a) bloque 1: 10 - 50% metanol 

b) bloque 2: 50 - 100% metanol 

c) bloque 3: 100% metano( 

d) bloque 4: 100 - 10% metanol 

Las fracciones obtenidas se evaporaron en el concentrador centrl'fugo al vacro y luego se 

-uspendieron en agua. AITcuotas de cada fracci6n fueron enviadas a bioensayo para detenninar, 

donde se ubio.<Jba la actividad biológica. 

Separación de la HND en Sep-Pak.- En vista de algunos resultados obtenidos con los experi

,tos preliminares en la cromafograft'a de alta presión, se decidió utilizar a los cartuchos de 
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,-Pak rNaters Associates, pat No. 51910) que contienen el mismo material de octadecilsilano 

e las columnas, con el ñn de separar en fonna gruesa a la HND del resto de sus contaminantes. 

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

:2 jeringa de 10 mi y, sin pennitir que se seque se empieza a equilibrar con 10 mi de agua + TFA 

:iM. En seguida se aplica la muestra y se sigue lavando con agua + TFA 5 mM, una vez que 

Jella ha penetrado. Cuando el eluato es claro, se cambia de tubo de colecci6n y se empieza 

avar el cartucho con metanol + TFA 5 mM ( 10 mi ), para que se des?rendan los contaminantes 

~ se han separado de la muestra. 



-·24-

RESULTADOS 

)TA ACLARATORIA: Durante el desarrollo de este traba¡o se han utilizado cuatro lotes dife-

1tes de material proveniente de tal los oculares de Penaeus vannamei (Boone). Las extraccio-

: de HND a partir de estos lotes se hicieron en épocas diferentes, de acuerdo a los resultados 

enicbs y a las necesidades imperantes en determinado momento. Sin embargo, en varias oca-

. 
nes se de¡aba de traba¡ar con un lote para continuar con otro, con la intenci6n de buscar al-

nativas durante el proceso de purificaci6n, y posteriormente se retomaba el procesamiento del 

3 que se había dejado. 

En otras ocasiones la determinaci6n por bioensayo de la actividad hormonal en las fracciones 

enidas por algún procedimiento tardaba un tiempo relativamente largo, por lo que, para apro

:har el tiempo, se trabajaba sobre otro lote, y cuando los resultados se obtenian entonces se 

,tinuaba el trabajo con el lote anterior. 

Estas observaciones se hacen para indicar que los lotes se estuvieron trabajando en forma al-

1Cnte. Sin embargo, con el fin de tener mayor claridad en la exposici6n del trabajo realizad, 

· a presentar los resultados obtenidos con cada lote en forma secuencial, tomando cada uno 

separado, sin importar la etapa cronol6gica en que los experimentos fueron realizados 

Espero que esta forma de presentaci6n de los resúl fados proporcione un panorama m6s claro 

:> d' lugar a confusiones. 
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Los lotes utilizados fueron: 

Lote 1): 9150 tallos oculares (t.o.) 

Lote 2): 7000 t.o. 

Lote 3): 9000 t ·º. 
Lote 4): 12000 t.o. 

>TE 1 ).- Se parti6 de 914 9 de material biol69ico ( tallos oculares de Penaeus vannamei) 

,gelado a -70°( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 10). Sabiendo que cada tallo ocular 

1a alrededor de 100 m9 entonces se calcul6 que iniciábamos la exfTCJcci6n con aproximada

nte 9150 t.o ., los cuales fueron molidos y fTCJtados en la fonna descrita anterionnente ( ver 

,TERIALES Y METODOS, pag. 10 ). 

El volumen obtenido desp~s de la exfTCJcci6n con agua de los polws fue de 15.61, el cual 

concentr6 en un evaporador rotatorio hasta 450 mi • 

Este volumen se coloc6 en 3 bolsas de diálisis ( 150 mi en cada una ) de 1 1/8 11 y se diali

on td como se describi6 en la secci6n anterior ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 11 ). 

Se hicieron 6 cambios de aguas de diálisis. El volumen obtenido fue de 24 1 de un exfTCJcto 

1rillento, fTCJnslúcido, que se concentr6 en el evaporador rotatorio hasta un volumen de 62 mi, 

:ual present6 una coloraci6n caf& intensa. Durante la concenfTCJci6n se fonn6 un precipitado 

fue eliminado centrifugando a 10,000 rpm ( 15POO x g ), durante 30 minutos, a 10'! 

A este exfTCJcto se le denominó EXTRACTO CRUDO y se tomaron dos alTcuotas de 50 ul cada 

para detenninar actividad honnonal por bioensayo y contenido de proteTnas totales. 

El bioensayo ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 10) detennin6 que habra una actividad 

·espondiente a 9000 t.o., y la detenninaci6n de proteínas por el m&todo de l.owry, modificado 

Hartree ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 11 ) indic6 que existían 6.2 g de proteína en 

.extracto crudo. Wase la figura ( 1 ). 
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Figuro 1) DETERMINACION DE PROTEINAS POR,EL METODO DE LOWRY. 
1 )-1 .25 uf exfTacto crudo, 2) 2 uf "lc:rSG25f, '3) 1 uf 'laSG25f, 
4) o· . .'5.· 11 .laS G2Sf., --q) ! ül 2d5 G25F, t6) 1 uf· 2aSG,25f, f) O ;5 ul 
2aSG25f; ·8) 2 uf la SGl 5, 9) luf laSG15;-10) 0.5 uf·. 1aSG15. 
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1. Cromafograffa en Sephadex G-25 fino.- El volumen de exclusión obtenido mediante la 

,libración de la columna de Sephadex G-25 fino con dextr6n azul al 2% fue de 157 mi, con 

s siguientes par6mefTos para.la columna. Dimensiones: 1.9 x 113 cm; volumen total del lecho: 

1 mi; flujo: 22 ml/hr; volumen de cada fracción: 9 mi. Ya calibrada la columna se procedió 

:romafografiar al extracto crudo bajo las mismas condiciones. 

El extracto crudo se separ6 en ·cinco fracciones que fueron cromatografiadas por separado 

ra no sobrecargar la columna. Al finalizar cada corrida se tomaron alr cuotas de 100 ul cada 

:J de cada tercer tubo para averiguar por bioensayo en donde se enconfraba la actividad hor

nal .• 

Los resultados fueron los siguientes: 

Exfracfo crudo 

12 mi ( 1740 too.) 
12 mi ( 1740 t.o.) 
13 mi (1890 t.o.) 
12 mi ( 1740 t.o.) 
13 mi ( 1890 t.o.} 

Volumen de el ución de la H ND 

270 - 306 mi 
297- 333 mi 
297- 333 mi 
270 - 315 mi 
270 - 333 mi 

En la figura ( 2 ) se muesfra una gráfica representativa de los perfiles obtenidos en estas 

Tidas. 

Despu&s de averiguar en qu& 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 

mi. 

Se tomaron alr cuotas para determinar actividad honnonal y contenido de proternas totales 

el extracto salido de esta cromatografi'a ( 1aSG25f}. 

El bioensayo mostr6 que se hebra recuperado toda la actividad despu&s de este paso. 

La detenninaci6n de proteínas totales en el extracto 1aSG2Sf señaló que había 1 .246 g de 

teína. 
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• Cromatografl'a en Sephadex G-25 fino.- El material con actividad neurodepresora salido 

1aSG25f se volvi6 a cromatografiar en la misma columna, variando en esta ocasi6n el flujo, 

n el fin de me¡orar la resoluci6n y pennitir que se separaran m6s los componentes del extracto. 

s condiciones fueron las que a continuaci6n se mencionan. Dimensiones: 1.9 x 116 cm; vol u

n total del lecho: 329 mi; fluio: 16 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 5 mi. 

El extracto se dividi6 en tres fracciones que se cromatografiaron por separado. Al finalizar 

:la corrida se tomaron a Ir cuotas de 100 ul de cada segundo tubo para localizar a la honnona 

· bioensayo. 

Se obtuvieroñ los siguientes resultados: 

Extracto 1aSG25f 

11.3 mi { 3000 t.o.) 
11.3 mi ( 3000 t.o.) 
11.3 mi { 3000 t.o.) 

Volumen de eluci6n de HND 

280 - 315 mi 
275- 305 mi 
275 - 310 mi 

.En la figura ( 3 ) se observa una gr6fica representativa de los perfiles obtenidos en estas 

Tidas. 

Se reunieron todas las fracciones activas de estas tres corridas y se concentraron en el eva

"ador rotatorio hasta un volumen de 20 mi • 

Se envi6 una alrcuota para medir actividad por bioensayo y se observ6 que se hebra recupe

.o ésta en su totalidad después de este paso. Asimismo, se hizo una detenninaci6n de proterna 

:JI obteniéndose la cantidad de 393 .3 mg. 

Cromatografía en Sephadex G-15.- En la calibraci6n de la columna de Sephadex G-15 

~ dextr6n azul al 2% se obtuvo un volumen de exclusi6n de 135 mi, con los par6metros que 

·ndican. Dimensiones: 1 • 9 x 113 cm; volumen total del lecho: 321 mi; flu¡o: 11 ml/hr, vol u

, de cada fracción: 3.5 mi. Ya calibrada la columna se procedi6 a cromatografiar el e_xtrac-

:le 2aSG25f bajo las mismas condiciones. En esta ocasi6n se registr6 la absorbencia a 206 nm 
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• 254 nm simult6neamente en el Uvicord 111. Al finalizar cada corrida se enviaron alrcuotas 

100 ul de cada segundo tubo para localizar en donde se encontraba la actividad neurodepre-

ª· 
El extracto de 2aSG25f se dividi6 en dos fracciones que se cromatografiaron por separado. 

Extracto 2aSG25f 

10 mi ( 4500 t.o.) 
10 mi ( 4500 t.o.) 

Volumen de eluci6n de HND 

266 - 27J mi 
269 - 276 mi 

Debe mencionarse que en estas corridas se separ6 una fracci6n que en el bioensa)'O present6 

·ividad neuroexcifadora, correspondiéndole un volumen de eluci6n de 262 y 259 mi respecti

nente. ( En nuestro laboratorio se ha demostrado la existencia de una hormona neuroexcitado

en la gl6ndula sinusal de Penaeus vannamei. y se han realizado intentos para obtener su puri

:1ci6n. Datos no publicados). 

En la figura ( 4 ) se muestra unq gráfica en donde se aprecia la posici6n en la que se locali

on las hormonas. 
. 

Se concentraron las fracciones que presentaron actividad de HND en el evaporador rotato-

hasta l,ln volumen de 7 mi. 

El bioensayo revel6 que se habTa recuperado la totalidad de la actividad biol6gica después 

este paso. 

Por su parte la determinaci6n de proternas indicó que se tenran 91 mg de proterna en el ex

:fo de laSGl 5. 

CromafografTa analTtica en CM-celulosa.- Se decidi6 probar el comportamiento del extracto 

do de 1aSG15 en cromatograffa de intercambio i6nico, como una alternativa al procedimien

~e purificaci6n mediante métodos electroforéticos, tal como se habra realizado anteriormen-

: 14 ). Por lo tanto, se mont6 una columna analTtica de CM-celulosa en la forma ya descri

yer MATERIALES Y METODOS, pag. 12). Se evaporó una alTcuota de 100 ul (128 t.o.) del 
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,recto de laSGl 5 con una corriente de nitrógeno y se resuspendi6 en 500 ul de acetato de 

)nio 50 mM, pH 4.7. De aqur se tomaron 20 ul y se diluyeron a 1 mi con el amortiguador 

e deterinin6 su absorbencia en un espectrofot6metro Carl Zeiss PMQ-11, obteni~ndose los 

Jie ntes resul todos: 

· 280 nm 
254nm 

o.o. 
0.332 
0.530 

16.6 unidades D .O /mi 
26.5 unidades D .O ./mi 

Las condiciones de la cromatografía fueron cmo se indica. Dine ansiones: 1 .4 x 5 .3 cm; 

o: 18 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 1 mi; cantidad de muestra aplicada: 1.3 .mg disuel

en 500 ul. 

Se aplic6 la muestra y se eluy6 en la forma indicada (ver MATERIALES Y METODOS, pag. 13). 

~erfil obtenido a 254 nm se observa en la figura ( 5 ). Posterorme·nte se evaporo el contenido 

los tubos con corriente de N2 con el fin de eliminar las sales vol6tiles. Esto se hizo en dos 

~iones, resuspendiendo en agua cada vez. A continuaci6n se ley6 la absorbencia de las frac-

ies a. 230 nm y a 206 nm respectivamente. El perfil tambi~n se puede observar en la misma 

,,ra ( 5 ). 

LDs tubos obtenidos se reunieron en doce fracciones, en la forma que se ilustra en la figura 

), con el fin de no mandar muchas muestras a bioensayo y con el objeto de determinar en 

-,a r6pida como se había comportado la actividad neurodepresora bajo estas condiciones. 

El bioensayo reveló que había hormona en la fracción VII ( tubos 37 - 39 ), en la fracción 

( tubos 40 - 41 ) y en la fracción IX ( tubos 42 - 45 ). Estos datos implicaron que la HND 

abia retenido en la columna de CM-celulosa.bajo las condiciones empleadas. 

Con el fin de analizar el estado en que se encontraba la actividad eluida en estas fraccio-

se decidió hacer una electroforesis analítica a pH 1 .8 ( ver MATERIALES Y METO DOS; pag. 

3 ) de alícuotas correspondientes a 20 ul cada una. Los resulto.dos fueron los siguientes: 

'"Occión VII mostró una mancha en el origen, cloro (+) y ninhidriña (-), como se observa en 



.. .. 

j 

-+ 

dJ J! - -
, .... ~.· ·< 

-·~~:;: . . : ·-~··:f-· --

"'t - ~ -

~ - o 
..:. 

- 33 .. 

o 

., 
E o 

M • an 
X 

"""" • -.. 
Clt 

~ o ·-Clt 
e 
CI) 

E ·-º • - • ~-º E 
..J -

1 .. • '6 
e·-
S º - o :::, e 

ai 1.1-

0 e 
1 "'C 
~ e u o 

CI) 
e -e 
CD e 
e CD 

.~ E ~-= - o g > 
e e-
~ ~ --e E r~ 
0 •• 
E .2.. e :::, u .::¡: 

-an 
e 
:::, 
C) ·-u.. 



- 34 -

la figura ( 6 ). Ni la fracci6n VIII ni la fracci6n IX revelaron manchas positivas a las 

tinciones con ninhidrina o cloro. Estos resultados podrían indicar que las cantidades utili

zadas fueron muy pequeñas y que se encontraban fuera del ITmite de sensibilidad de la 

técnica. 

Debido a que en la fracci6n VII se encontr6 actividad neurodepresora y una sola 

mancha que se comportaba electroforéticamenfe en forma similar a la HND, con respues

tas características a las tinciones empleadas, se decidi6 utilizar a la cromatografía de 

intercambio iónico en forma preparativa. 

Cromatografía 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, qued6 en las siguientes condiciones: 

Dimensiones: 1 .5 x 27 cm; flujo: 40 ml/hr; volumen de cada fracción: 6.5 mi. Se aplica

ron 4500 tao. disueltos en 4 mi del amortiguador inicial. Se eluyó bajo las condiciones 

señaladas, 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 ob¡eto de no mandar demasiados tubos a bioensayo, se reunie

ron nueve fracciones de la siguiente manera: 

Fracción Tubos 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

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

En la fracción 1 ( zona de carga ) se encontró actividad de HND correspondiente ª 
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Figura 6) Electroforesis analítica de la fracci6n VII de CM-celulosa 
a pH 1.8. 
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400 t.o., lo que indica que dicha fracci6n no se retuvo en la columna. 

En la fracci6n 8 se encontr6 actividad de HND equivalente a 2100 t.o~ Esta frac

i6n sr se retuvo en la columna. 

También se detect6 actividad neuroexcitadora en la fracci6n 6. 

La zona del gradiente en que eluy6 la hormona neurodepresora se ubic6 entre 370 -

35 mM de acetato de amonio, pH 8.0, como se aprecia en la figura ( 7 ). 

Este experimento mostr6 que alrededor del 47% de la actividad original en el extrae

• fue retenida en la columna de CM-celulosa, lo que corresponde a aproximadamente 

rno t.o. purificados de esta manera. 

El siguiente paso consisti6 en efectuar electroforesis analíticas del extracto purificado 

, CM-celulosa, a pH 1.8 y pH 10.0 ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 9, 13 ). Las 

'OS de electroforesis se ti rieron con los métodos de ninhidrina y cloro ( ver MATE RIA LES 

· ME TODOS, pag. 9 ) • En la fi_gura ( 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 última 

sabe que corresponde a un contaminante del amortiguador de pH 10.0 y también apa-

ce en Íos controles negativos. 

En funci6n de estos resultados se decidi6 hacer una .electroforesis y cromatografía en 

-pa ·delgada, anal[tica, de acuerdo al método descrito ( ver MATE RIA LES Y METODOS, 

g. 14 ). Se aplic6 una alTcuota de 60 uf (50 t.o.) de la fracci6n 8 de CM-celulosa 

punto sobre la placa y se corri6 el experimento. Como se puede observar en la figura 

~ ), apareció una mancha' tenue y difusa que se mantuvo electroforéticamente en el ori

n, y .que en la cromatografía recorrió 8.5 cm .El frente del solvente recorri6 12 .5 cm; 

-r lo tanto el Rf fue de 0.68. 

Debido a que este resultado no fue concluyente, pues corno se mencion6 la muestra 
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Figura 8) Electroforesis analTtica a pH 1 .8 y pH 1 O.O del extracto salido de 
CM- celulosa (fracción 8). 
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Figura 9) Electroforesis y cromatografía en capa delgada. 50 t.o. 
Condiciones: Electroforesis r 500 V, 45 min, pH 6.0. 
Cromatografra: n-butanol :6c. ac~tico:agua (4: 1 :5, v/v/v) 

· fase org6nica. 2 hrs. linción con cloro. 
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observ6 muy difusa, se decidió hacer una cromatografía en capa delgada ( ver MATE

~LES Y METODOS, pag. 15) con mayor cantidad de muestra. Por lo tanto se tomaron 

5 ul ( 100 t.o.) y se aplicaron en banda a la placa cromatogr6fica, corriéndose en las 

ndiciones indicadas durante dos horas. La tinción con cloro mostró el resultado que se 

1stra 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=O .176; man-

::, B: Rf=O .408; mancha C: Rf=O .480; mancha D: Rf=O .544. 

Estos resultados nos hicieron concluir que el extracto salido de CM-celulosa aún 

~sentaba contaminantes, por lo tanto se decidió hacer elecfToforesis analíticas a pH 3.5 

,H 6.0 para ver si en esas condiciones se podrían separar los contaminantes. 

Se aplicaron 50 t.o. a cada tira doble de papel y al finalizar las corridas se tiñe

' por los métodos de ninhidrina, Pauly y cloro. 

En la figura ( 11 ) se muestran los resultados. A pH 3 .5 se observaron fTes manchas 

;itivas al cloro: en el origen, en -2, y en -12. Con ninhidrina apareci6 una sola man

l en -12. La tinción con Pauly resultó negativa. A pH 6.0 se observaron dos manchas 

;itivas con cloro: en el origen y en -4. Con ninhidrina Qpareció una mancha en +2. 

tinción con Pauly resultó negativa. 

Como se demostró que electroforéticamente se podían separar los contaminantes se 

:idió llevar a cabo una electroforesis preparativa a pH 6.0 ( ver MATE RIA LES Y METO

)S, pag. 14 ). Se concentró el extracto 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 teñirlo con cloro, se observaron las mismas manchas que en la elec

~oresis analítica y entonces se procedió 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 eluyó 

., agua por el método ya descrito ( ver MATE RIA LES Y METODúS, pag. 14 ). Los fil-
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Figura 10} Cromatografía analítica en capa delgada de 50 t.o. del 
extracto de CM-ce I u losa. Condiciones: n-butanol :ác. ac~ti co: 
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ados se concentraron en el evaporador rc;,tatorio hasta un volumen de 1 mi. 

Nuevamente se decidi6 ver el grado de pureza alcanzado, mediante la combinaci6n 

t electroforesis y cromafografTa en capa delgada. Se aplicaron 75 ul (110 t.o.) y se de

,rro116 la técnica. La tinci6n con cloro mosfr6 los resultados que se ilustran en la figura 

12 ): dos manchas, una desplazada hacia -1 cm en la ele.ctroforesis y en la cromatogra

J con un Rf=0.496; y la otra desplazada hacia -2 y con un Rf cromatográfico de 0.232. 

ta última mancha mostr6 !Jn comportamiento raro a la tinci6n ya que apareci6 aproxima

rmente una hora despu~s de haber teñido y se vi6 muy tenue y difusa. 

Tambi&n se realizaron electroforesis analTticas a pH 1.8, pH 3.5, y pH 10.0 para 

,r el estado de la muestra en dichas condiciones. Se tiñ6 con cloro y ninhidrina. Se apli

el equivalente a 50 t.o. en cada tira. Los resultados se observan en la f~gura { 13 ). 

pH 1 .8 se vi6 una mancha cloro {+)., ninhidrina (-) en el origen. A pH 3 .5 se observ6 

a mancha cloro {+), ninhidrina {-) en el origen, y otra no muy clara en -4. A pH 10.0 

·vi6 una mancha cloro {+), ninhidñm {-) en el origen. 

Por otra parte se volvió a realizar el análi~is en electroforesis y cromatografTa en 

.pa delgada. Se aplicaron 20 ul del extracto (50 t .o.) y la tinción reveló tres manchas, 

como se ve en la figura ( 14 ). Una mancha en el origen electroforético y Rf croma

ar6fico de 0.491; una mancha hacia -2 cm y Rf=0.508, y una tercera mancha que co-

5 hasta -7 .3 cm con un Rf=O .508. 

En vista de estos resultados se decidió someter al extracto con HND a una serie de 

,ctroforesis preparativas con el fin de eliminar los contaminantes. Se empezó con una 

,ctroforesis preparativa a pH 10.0. Al teñir un extremo de la hoja se observ6 una man

l cloro (+) en el origen, y otra cloro (+) en -2. Se recortó de +1 a -1 y se extrajo la 

111ona por el método acostumbrado. 

Se concentró el filtrado obtenido de pH 10o0 hasta 250 ul y se hizo una electrofo-
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Figura l2) Electroforesis y cromatografía en capa delgada del extracto 
de pH 6.0. Condiciones.- Electroforesis: 500V, 45 min, pH 6.0. 
Cromatografía: n-butanol:ác. ac&tico:agua (4:1:5, v/v/v), 
fase orgánica, 2 hrs. 1inci6n con cloro. 
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Figura 13) Electroforesis analíticas a pH 1.8, pH 3.5 y pH 10.0 del extracto salido de 
pH 6.0. 
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Figura 14) Electroforesis y cromatografía en capa delgada del extracto 
salido de pH 6.0. Condiciones.- Electroforesis: 500 V, 45 min, 
pH 6.0. Cromatografía: n-bufanol:ác. ac~tico:agua (4:1 :5,v/v/v), 
fase orgánica. 2 hrs. Tinción con cloro. 
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lis preparativa a pH 1 .s. Nuevamente, al tefiir se obtuvo una mancha cloro (+) en el 

gen. Se recortó de -+0.4 a -0.7 y se extrajo la hormona del papel. Se concentr6 has-

300 ul. 

Se realiz6 una_ electroforesis preparativa a pH 3.5. Se observ6 una mancha en el 

.gen cloro (+). Se recort6 de -+0.2 a -0.8 y se extrajo la HND en la forma descrita. 

filtrados se concentraron hasta 1 mi • 

Se decidi6 volver a observar el 9omportamienfo de la soluci6n que contenra a la 

mona en electroforesis y cromafografra en capa delgada. Se aplicaron 50 t .o. y se co

oeron bajo las condiciones ya conocidas. Tal como lo indica la figura ( 15 ), se obser

on tres manchas positivas a la tinci6n con· cloro: una en el origen elecfroforetico y con 

Rf=0.5; otra que se desplaz6 hacia -3.3 cm en la electroforesis y que tuvo un Rf=0.525; 

lnalmente otra m6s (que apareci6 alrededor de una hora después de la tinci6n) que se 

·plaz6 hacia -1.2 cm con un Rf=0.189. 

También se hizo una electroforesis analrtica a pH 6.0, de 50 t.o. La tinción revel6 

-2 mancha cloro (+) en el origen, y una muy tenue y difusa en -7, como se aprecia en 

figura ( 16 ). 

Se pens6 que era conveniente someter el extracto salido de pH 3 .5 a una electrofore

preparativa a pH 6.0. Se aplicaron 200 ul (950 t.o.) y después de teñir un extremo de 

hoja se vi6 un resultado similar al obtenido analTticamente. Se recort6 desde el origen 

ta -1 y se recuperó la hormona por el método acostumbrado. Los filtrados se concentra-

hasta 500 ul. 

Una vez m6s se aplic6 el criterio de la electroforesis y cromatografTa en capa delga

para analizar e I estado de pureza de la muestra. Se aplicaron 50 t .o. Después de la 

ción se observó 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) ElecfTOforesis y cromatografTa en capa delgada del extracto 
salido de pH 3.5. Condiciones.- ElecfTOforesis: 500 V, 45 min, 
pH 6.0. Cromatografra: n-butanol:6c. ac,tico:agua (4:1 :5,v/v/v), 
fase orgánica. 2 hrs. Tinci6n con cloro. 
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Figura 16) Electroforesis analítica a pH 6.0 del extracto salido m 
pH 3.5. 
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Figura 17) Electroforesis y cromatografra en capa delgada del extracto 
salido de pH 6.0. Conciciones.- Electroforesis: 500 V, 45 min, 
pH 6.0. Cromatografía: n-butanol:ác. ac&tico:agua (4:1:5, v/v/v), 
fase orgánica. 2 hrs. tinción con cloro. 



- 51 -

Este resultado indic6 que, cuando menos a este nivel de an61isis la muestra se encon

·Jba libre de contaminantes. Adem6s se comportaba electrofo~tica y cromatogr6ficamente 

el sistema desarrollado, tal y como se ha.bTa observado en ofTas ocasiones ( 14 ). 

Después de este largo proceso de purificaci6n se obtuvieron alrededor de 950 t.o. 

partir de los 2100 que habTan salido de CM-celulosa (pag. 37). El resto se us6 en prue

-is analrticas y bioensayos. 

4r ofTa parte se tom6 el remanente de 4000 t.~. del Lote 1 que habTan salido de 1aSG15 

se decidi6 volverlos a recromatografiar. por una columna de Sephadex G-15, ba¡o las 

,ndiciones que se indican. Dimensiones: 1.9 x 117 cm; flujo: 20 ml/hr; volumen de cada 

lcci6n: 4.5 mi. Como se indica en la figura ( 18 ) la actividad neurodepresora se loca

c6 en un volumen de eluci6n de 288 - 328 mi. 

Después de concentrar las fracciones activas, el bioensayo indic6 que en realidad se 

nra una actividad equivalente a 3200 t.o. 

Dicho exfTacto de 3200 t .o. se dividió en dos fracciones: una fracción A correspon

ente a 1750 t.o., y una fracción B correspondiente a 1450 t.o.; con la intenc.ión de pu

~icar a ló fracción A por métodos electroforéticos y a la fracción B por cromatografía de 

tercambio iónico en CM-celulosa. 

Se concenfTÓ la fracción A (1750 t.o.) hasta 250 ul y se aplicaron a una hoja de 

apel Whatman para hacer una electroforesis preparativa a pH 10.0. Se tiñó un extremo 

-, la hoja con cloro y se observaron manchas positivas en el origen, en +1, +2, +3 y +4. 

-,r lo tanto se recortó de -+Oo2 a -0.6 y se extrajo el papel por el método acostumbrado. 

~ concentro hasta 250 ul º 

A continuación se realizó una electroforesis preparativa a pH J .8 del material salido 

~ pH 10.0. Al teñir un extremo se observaron manchas positivas al cloro en el origen y 
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Figura 18) CromatografTa en Sephadex G-15 de 4000 t.o. despuGs de 1aSG15. LOTE 1. 
Dimensiones: 1 .9 x 117 cm; flu¡o: 20 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 4.5 mi. 
Eluci6n con agua. La HND se localiz6 en la zona sombreada. 
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n -6. Se recort6 de +o.2 a -1.2. Se exfraio la honnona del pa~I y se concentr6 has-

250 uf. 

En seguida, se hizo una elecfToforesis preparativa a pH 3 .5 del exfracfo salido de 

1.8. Se observaron manchas cloro (+) en el origen y en -12. Se recort6 de +o.2 a 

3 y se extra¡o el material • Se concentr6 hasta 250 ul. 

Finalmente, se efectuó una electroforesis preparativa a pH 6.0 del material salido de 

3.·s. Se obtuvieron manchas positivas en el origen, en -3 y en -7. Se recort6 de +o.4 

·l. La honnona se exfraio del papel por el m~todo acostumbrado y se concentr6 hasta 

•I ul • 

En la figura ( 19 ) se pueden · apreciar los patrones de manchas obtenidos en lost: 

-remos de las ho¡as que se tiñeron, correspondientes a los pasos electroforeticos realiza dos. 

Ahora se decidi6 analizar el grado de pureza obtenido mediante electroforesis y cro

tograffa en capa delgada, ba¡o las mismas condiciones que ya se indicaron. Se aplicaron 

ul correspondientes a 50 t.o. El resultado de la tinción con cloro mostr6 una sola man

•J positiva que se mantuvo electroforéticamente en el origen y en la cromatografía pre-

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

Este tipo de an61isis mostró que la fracción A se enconfraba ya libre de contaminan

visibles para la sensibilidad del método, y que la muestra poseici las mismas caracteris

::rs electroforéticas y cromafogr6ficas que la que se habfa obtenido por un proceso m6s 

go (pag • 51 ) • 

Por lo fonio se decidió reunir a la fracci6n de 950 t.o. con la de 1700 t.o., cons

Jyendo 26!iJ t.o. que se enconfraban en el mismo grado de pureza. 

Se analizó una alícuota de 12 ul (30 t.o.) por bioensayo para ver si la actividad 

respondía a lo que se tenfa. El resultado mostró aproximadamente un 15% m6s de acti

lad de lo que se pensaba, lo que indicó que entonces en esa mue~fTa se tenia 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 extracto de 2aSG15 (1750 t.o.) 
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Figura 20} Electroforesis y cromatografía en capa delgada del extracto de 
pH 6.0 (1750 t.o.}. Condiciones.- Electroforesis: 500 V, 45 min, 
pH 6.0. Cromatografía: n-butanol:6c. ac~tico:agua (4:1:5, v/v/v), 
fase org6nica. 2 hrs. Tinción con cloro. • 
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ente a 3000 t.o. aparentemente. puros por criterios electroforéticos y por electroforesis 

:romatograff a en capa delgada. 

Con el fin de ·analizar el estado de pureza de esta muestra por otros criterios, se la 

,matografi6 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; fluio: 10.5 ml/hr; 

umen de cada fracci6n: 2.3 mi. Se obtwo un pequeño pico adelante del volumen wcro, 

a eluy6 a los 152 mi. Después apareci6 un solo pico que comenz6 a eluir a los 225 mi 

·ennin6 de e luir a los 248 mi. En esta zona s~ encontr6 la actividad neurodepresora. El 

fll de la gr6fica se observa en la figura { 21 ). Como se ve el pico no fue completa

·nte simétrico, por lo que se tomaron únicamente las fracciones correspondientes a la 

·te central del pico. Estas fracciones se concentraron hasta 400 ul. 

De esta soluci6n se tom6 una alfcuota de 130 ul (1000 t.o.), correspondiente a una 

cera parte del total y se envi6 a la Universidad de Vale para que el Dr. Paul Fletcher 

renninara la composici6n de amino6cidos en un analizador Durrum D-500. 

La muestra fue tratada tal como se mencionó en la sección anterior ( ver MATERIALES 

METODOS, pag.· 15). 

Los resultados obtenidos para una alfcuota correspondiente a 100 t.o. fueron los si-

entes: 

Amino6cido nanomoles factor de nanomoles encontrados . .,. 
correcc1on corregidas 

Asp o.os o.a 1 
Thr 0.12 0.95 0.13 1.3 1 
Ser 0.2s 0.90 0.28 2.8 3 
Glu 0.09 0.9 1 
Gly 0.21 2.1 2 
Ala 0.11 1 .1 1 
Val 0.10 1 ·º 1 
Leu o.os 0.5 O - 1 
Tyr 0.04 0.4 
Phe 0.03 0.3 
His Oa20 2.0 2 
Lys 0.06 0.6 O - 1 
Arq 0.03 0.3 
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Figura 21) Cromatograffa en Sephadex G-15 del extracto purificado de 3000 t.o. 
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De acuerdo a estos datos la molécula contendría entre 12 - 14 amino6cidos. 

Los resultados para el an61isis de una muestra con-espondiente a 500 t.o. fueron los 

ruientes: 

Amino6cido nanomoles factor de nanomoles encontrados 
con-ección con-egidas 

Asp 0.41 o.a 1 
Thr o.47 0.95 0.49 1.2 1 
Ser 0.70 0.90 0.77 1.9 2 
Glu o.44 1 .1 1 
Pro 0.12 0.3 
Gly 0.87 2.1 2 
Ala 0.54 1.3 1 
Val 0.21 o.s O - 1 
lle 0.11 0.3 
Leu 0.21 0.5 O - 1 
Tyr 0.27 0.7 O - 1 
Phe o.os 0.2 
His 0.97 2.4 2 
Lys 0.21 0.5 O - 1 
Arg 0.20 0.5 O - 1 

En función de estos datos existen entre 10 - 15 amino6cidos en la molécula. 

A partir de estos últimos datos se calculó la cantidad de proteína existente en la 

estra analizada, calculando un peso molecular para la HND de 1200 daltones, en base 

fotos obtenidos anteriom,ente ( 14 ). Por lo tanto se dete1mirlÓ que en los 130 ul que 

enviaron habTan 11.8 nanomoles, asf que en los 400 ul originales existran 36.31 nano

lles, equivalentes a 43.57 ug de proteTna en la solución de 3000 t.o. 

Al extrapolar estos datos en el esquema de purificación del Lote 1, se habrTan obte-

o los resultados que se muestran en la Tabla 1. 

Etapa Cantidad de tallos Activ. especffica Purificación 
proteína (íng) oculares (t .o ./'1'!9 proteTna) (veces) 

:tracto crudo 6200 9000 1.451 1 
aSG25f 1246 8917 7.156 4.932 
2aSG25f 393.3 8835 220463 15.481 
aSG15 91 8775 96.428 66.456 
espués de elec-
:,f. a 4 pH 0.116 8000 68965.5 47529.647 



- 59 -

Por otra parte, a una alrcuota de 20 ul OSO too.) del extracto puriñcado de HND 

•I e detennin6 su espectro de absorci6n en el rango de 200 nm a 330 nm, en el Unicam 

•700·tal como se indic6 anteriormente ( ver MATERIALES v·METODOS, pag.15 ). Tal 

-,o se observa en la figura ( 22 ), se obtuvo absorci6n entre 200 - 240 nm. 

Con el ·ob¡eto de determinar la composici6n de amino6cidos del péptido en nuestro 

oratorio se decidi6 utilizar la técnica de dansilación en la forma mencionada en la sec

.., anterior ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 16 ). 

Como patr6n posi'tivo para la técnica se utiliz6 al p&pfido S de la ribonucleasa, cu

composici6n· y secuencia de amino6cidos son bien conocidas·º 

Se tomaron dos nanomoles de péptido S de la ribonucleasa y se dansilaron. La croma

irafTa desarrollada con el sistema de solventes dió el panorama que se muestra en la fi

G ( 23 A ), mostrando adem6s de los subproductos normales de la reacción, una mancha 

~ fluorescencia amrilla intensa en el punto de aplicación, correspondiente al DNS-péptido. 

El resto del tubo de reacci6n se sometió a una hidr61isis 6cida, como se describió. 

observar el resultado de la cromafografTa bidimensional bajo la luz ultravioleta se obser

on, además 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 

:>nucleasa contiene Lys en su grupo amino tenninal y adem6s una Lys interior. 

El contenido del tubo volvió a dansilarse, se corrió la cromatografía y al finalizar 

obtuvo la siguiente composici6n de amino6cidos 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 m~todo se aplicó a una alTcuofa de 250 t.oº de la muestra pu

cada de HND de Pet'laeus vannamei. 

La dansilaci6n inicial mostró DNS-OH, DNS-NH2, di-DNS-Lys, (DNS-His y DNS-Asn 

lnsos) v una mancha con fluorescencia amarilla en las inmediaciones de la DNS-NH2. 
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Figura 22) Espectro de absorci6n de H ND en el ultravioleta. 
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=igura 23) Péptido S de la ribonucleasa (2 nanomoles}.- A) Dansilaci6n: l} DNS-péptido 
(amarillo), 2) DNS-OH, 3} DNS-NH2. B) Dansilación e hidrólisis: l )c;fi-DNS-Lys, 
2) -DNS-Lys, C) Hidrólisis y dansilación: l) DNS-Arg, 2) DNS-Ser, 
3) DNS-Thr, 4) DNS-Met-sulfona, 5) DNS-Asp, 6) DNS~Glu, 7) DNS-Ala, 
8) DNS-Phe (DNS-Met}, 9) di-DNS-L>,s, l O) DNS-His. 
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icha mancha podrra corresponder a un DNS-péptido pequeno. 

Despu&s de la hidr61isis 6cida se observ6 que la mancha con fluorescencia ~morilla 

tSapareci6 de la plaquita y tambi&n que aument6 la fluorescencia correspondiente a la 

-DNS-Lys; las dem6s manchas desaparecieron. Esto podrra indicar que la mancha con 

,orescencia amarilla era un péptido pequeno con Lys en su grupo amino terminal. 

Despu&s de volver a dansilar el producto de la hidrólisis 6cida y correr la cromato

affa no se observ6 ninguna mancha. Estos resultados tal vez indicaban que se habra co"." 

cado menor muestra de la necesaria para tener una buena detecci6n • 
. 

Todos estos resul fados se observan en la figura ( 24 ). 

Para comprobar si un péptido pequerio al dansilarse podrra correr en e·I sistema de 

lventes usado, se corri6 un experimento en donde se dansil6 por una parte penta-alanina 

por otra 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 aún m6s, 

1straron 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 dansil6 en la so

::i6n de hormona. Tal vez la intensidad de la fluorescencia amarilla se vea estimulada 

ir la presencia de Lys en el grupo -NH2 terminal. 

Dado que el aminograma realizado en la Universidad de Vale mostró la presencia de 

.;tidina, se decidi6 aplicar una alícuota de 55 t;.o. de la soluci6n de HND purificada 

punto sobre un papel filtro y teñirla por el m&todo 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 muestra. 
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Figura 24) 250 t.(?. HND.-_A) Dansilación: 1) DNS-OH, 2) DNS-NH2, 
3) di-DNS-Lys, 5) DNS-Asn, 6) DNS-His • 4) fluorescencia amarillaº 
B) Dansilación e hidr61isis: l) di-DNS-Lys. 
C) Hidrólisis y dansilación. 
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Figura 25) A) Dansilación de 2 nanomoles de penta-alanina. 
B) Dansilación de 2 nanomoles de Leu-Gly-Gly. 
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Una vez m6s se analiz6 el comportamiento de la muestra purificada (de la cual que

)Cn aproximadamente 1700 t.o.) por cromatografra en Sephadex G-15. Las condiciones 

,ron las que se mencionan a continuaci6n. Dimensiones: 1.6 x 85 cm; flu¡o: 9 ml/hr; 

umen de muestra: 1 mi; volumen de cada fracci6n: 4 mi. En esta ocasi6n se corri6 la 

matografra en una columna LKB que dispone de un mejor sistema de inyecci6n de la 

estra. Se registro simultáneamente a 206 nm: 0.1 AUFS, y a 280 nm: 0.02 AUFS,_ aco

~ndo dos Uvicord S a la salida de la columna. Ei perfil obtenido se muestra en la figu-

( 26 ). Como se aprecia se obtuvieron tres picos, uno que eluy6 a los 104 mi, otro a 

124 mi, y otro que eluy6 a los 132 mi. La actividad neurodepresora se localiz6 en el 
. . 

-o que eluy6 a los 124 mi. Esta fracci6n se concentr6 hasta 400 ul. Por bioensayo se 

ennin6 que la actividad biol6gica ·habrá disminurdo hasta el equivalente a 1000 t.o. 

Nuevamente se cromatografi6 a dicha fracci6n en Sephadex G-15 bajo las siguien

condiciones. Volumen de muestra: 1 mi;. dimensiones: 1.6 x 85 cm; flujo: 10.5 ml/hr; 

umen de cada fracci6n: 3 mi. Se registro a 206 nm: O. lAUFS, y a 280 nm: 0.02 AUFS, 

ult6neamente. El resultado se observa en la figura ( 27 ). Otra vez se obtuvieron tres ,, 
~· 

os, eluyendo a los 102 mi, 117 mi y 123 mi. La actividad se)pcaliz6 por bioensayo 

la fracci6n que eluy6 a los 117 mi. La muestra se concentro hasta 350 ul. 

Posterionnente se hizo un an61isis de 500 t .o. de esa fracci6n por cromafograffa 

Jida de al ta presi6n (HPLC), bajo las condiciones del programa 1 ( ver MATERIALES 

-
'v\ETODOS, pag. 19 ). Se registró a 212 nm en un espectrofotómetro Beckman DB. Las 

~stras se recogieron por bloques, tal como se explic6 anteriormente ( ver MATERIALES 

v\ETODOS, pag. 22 ) • 

Se encontró actividad biol6gica muy disminuida en la_ regi6n 1 L, como se indica en 

figura ( 28 ). El control positivo para el bioensayo de una alícuota no cromafografiada 

esa muestra mostró muy poca actividad. 
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Por otra parte, la fracci6n B correspondiente a 1450 t .o. del Lote 1 (ver pag. 51) 

fue purificada en CM-celulosa, como se habra propuesto, sino que se cromatografi6 

~ctamente en HPLC, ba¡o las condiciones del programa 1, para C(?mpararla con el pa-

1 obtenido de la fracción A. La gráfica de la corrida M se observa en la figura ( 29 ). 

esta ocasi6n no se detect6 actividad biológica en ninguna de. las fracciones colectadas 

en el confrol positivo de dicha muestra. 

Debe mencionarse que en la ~poca en que se realizaron estos experi~enfos Oos de 

.C), existTan múltiples problemas con la detenninaci6n de actividad en el bioensayo, 

10 se menciona en la sección de DISCUSION ( ver pag. 138 ), y tdl vez a eso puedan 

huirse los últimos resultados. 
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lfE 2 ).- Se inici6 a partir de una preparación de 7000 t .o. que se habTa extrafdo con 

:,rop6sito de purificar honnona neuroexcitadora. Debido a que en el paso de purificación 

cromatografl'a en Sephadex G-15 (ver pag. 31) hay una separaci6n de la hormona neu

oecitadora 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 metodologTa descrita para 

lote 1 hasta el paso de la la. cromatografTa en Sephadex G-15. La Onica variante 

icho esquema fue la adici6n de tiodiglicol (TDG) al 0.1 % como antioxidante. 

Al recibir este lote se decidió recromatografiarlo en Sephadex G-15 con la intención 

<> 

eliminar el TDG. Las condiciones se mencionan a continuación. Dimensiones: 2 .6 x 86 

flujo: 14 ml/hr; volumen de muestra: 2 mi; volumen de cada fracción: 6.7 mi; se re

r6 a 206 nm: 0.5 AUFS, y a 280 nm: 0.5 AUFS, simultáneamente. El resultado se ob

,a en· la figura ( 30 ). La actividad neurodepresora apareció en el pico que eluyó a 

380 mi.· Las fracciones activas se concentraron hasta 200 ul. 

Se hizo una electroforesis preparativa a pH 10.0 del material salido de Sephadex 

15. La tinción con cloro mostr6 una mancha blancuzca en el origen, debida a contami

:ión con restos de tiodiglicol. Por lo tanto se recortó de -+0.5 a -1.5 y se recupero la 

mona por el método usual. Se concentr6 hasta 100 ul. 

Para eliminar el TDG se realizó una cromatografía ascendente en papel en fonna pre

ativa ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 17 )o Se aplicó la muestra y como control 

puso a un lado una alícuota de 50 t.o. de HND de Procambarus bouvieri (purificada por 

otros). La tinción con ~loro reveló el resultado que se aprecia en la figura ( 31 ). Co-

se observa, la mancha correspondiente a HND de P º bouvieri tuvo un Rf=O .395, junto 

~lla se presentó una correspondiente a P. vannamei; también se vió otra mancha con un 
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cloro 

Figura 31) Cromatografía ascendente en papel de 7000 t.o. después 
de pH 10.0. 



- 74 -

'=0.589 y una blancuzca con un Rf=Oo719, debida al TDG. Por lo tanto se recortó el 

1pel de 4.5 a 6.5 cm del punto de aplicación y se recuperó la hormona en la forma 

:ostumbrada. Se concentr6 hasta 150 ul • 

Esta fracción fue sometida a una electroforesis preparativa a pH 1.8. Se obtuvo una 

2ncha en e I origen, otra en -f.4 (muy tenue) y una blancuzca en -1.2. Se recortó de 

t.5 a -1.5 y se extra¡o la hormona del papel. Se concentr6 hasta 200 ul. 

A continuación se realizó una electroforesis preparativa a pH 3 .5 del material salido 

pH 1 .8. Se observ6 una mancha en -1 • Se recortó de +o .5 a -1 • Después de extraer 

hormona se ·concentr6 hasta 200 ul. 

A dicho extracto se le hizo una electroforesis preparativa a pH 6.0. Se observ6 una 

a mancha en el origen. Se extra¡o la hormona del papel y se concentró hasta 1 mi. 

Este material se cromatografió en una columna de Sephadex G-15 bajo las siguientes 

~dic:iones. Dimensiones: 1 .6 x 85 cm; flujo: 8 .8 ml/hr; volumen de cada fracción: 3 mi • 

. registró a 206 nm: 0.2 AUFS, y a 280 nm: 0.02 AUFS. La gráfica obtenida se observa 

la figura ( 32 ). La HND eluyó en un volumen de 146 mi. 

Con este material se decidió proseguir la purificación con la técnica de cromatografi'a 

,uida de al ta presión. Los primeros pasos fueron dirigidos a probar una serie de condicio

; con el objeto de identificar el comportamiento de la hormona neurodepresora en este 

·ema. 

Se probaron las condiciones del programa A (ver MATERIALES Y METODOS, pag.18), 

-ectando 100 tººº Se colectaron por separado los picos elurdos y después de evaporar con 

para eliminar al acetonitrilo, se mandaron alrcuotas a bioensayo. Como se observa en 

figura ( 33 ) la actividad neurodepresora eluyó en el primer pico en forma mayoritaria, 

-1que también se observó un poco en el segundo. En esta forma se realizaron cinco corri-

, y la actividad se localizó en uno u otro picoº 

Se probaro_n tambMn las condiciones del programa B ( ver MATE RIA LES Y METO DOS, 
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• 18 ) inyectando 100 t.o. Nuevamente se colectaron por separado los picos eluTdos. 

gráfica obtenida se muestra en la figura ( 34 ). Nuevamente la actividad se encontr6 

:1rtida en ambas fracciones. 

Se decidi6 comparar el efecto de metano! sobre el sistema y para ello se utilizaron 

condiciones def programa C ( ver MATERIALES Y METODOS, pag. 19 ). La gr6fica 

ocafiza en la figura ( 35 ). En esta ocasi6n la honnona apareci6 en un solo pico, co

se indica. Sin embargo, af repetirse el experimento, bajo las mismas condiciones, ef 

-diado fue diferente, como puede apreciarse en fa misma figura ( 35 ). 

Posteriormente, se probaron las condiciones mencionadas en el programa D ( ver MA

IALES Y METODOS, pag. 19 }. En fa figura ( 36 ) se muestra una gr6fica representa-

4 de esta serie de corridas anafTticas. Bajo estas condiciones se observ6 que fa HND 

-etenTa en la columna, y que elura con una concentraci6n de 45% de metano!. 

Con estos últimos resultados en mente, se decidi6 optimizar las condiciones de este 

mo programa para utilizarlo en forma semipreparativa, de manera que se pudiera purifi

a este lote de hormona por este método. 

Por lo tanto, el resto de este lote se cromatografi6 bajo las condiciones del programa 1 

-!r MATE RIA LES Y METO DOS, pag. 19 ). Se colectaron por separado los picos eluTdos 

~ mandaron a bioensayo alTcuotas para localizar la actividad biol6gica. De acuerdo a 

datos obtenidos, la HND apareci6 en el pico que eluye con 80% de metanol, tal como 

)Uede observar en la figura ( 37 ). Dicho resultado se obtuvo en dos ocasiones, y poste

!llente, se sigui6 recogiendo ese pico únicamente por su aparición 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 función de los resultados obtenidos en la corrida 1 (pag. 84) se 

.fizó por bioensayo la actividad biol6gica de esta muestra y se vi6 que no había ninguna. 
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TE 3).- Este lote estuvo constiturdo por una fracci6n de aproximadamente 7000 t.o. 

venientes de una purificaci6n de honnona neuroexcitadora, y por una fracci6n de aproxl

.fomente 2400 t.o. que habfan salido en la zona de carg~ de una cl'Qmatografra en CM

Jlosa del Lote 1 {ver pag. 34). Se reunieron ambas fracciones y se liofilizaron a seque

• Luego se resuspendforon en 7 mi de agtiJ • El bioensayo de una alrcuota indic6 que 

sñan 9000 t.o. en el Lote 3. 

Para observar el estado en que se encontraba este material se hizo una cromatografra 

Sephadex G-15 bajo las condiciones que se mencionan. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; 

o: 13 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 5 mi; se registr6 a 206 nm: 2.0 AUFS, y a 

nm: 1 .O AUFS, simult6neamente. Como se observa en la ·figura ( 38 ), la HND eluy6 

·e los 305 y 350 mi. Las fracciones activas se concenlTaron hasta 3 mi • 

Este,exlTacto se dividi6 en tres fracciones: Fracci6n I correspondiente a 2500 t.o.; 

::ci6n II correspondiente a 2250 t .o.; y Fracci6n III correspondiente a 4250 t .o. 

Fracti6n r .- A esta fracci6n de 2500 t ºº. se decidió purificarla primeramente con un 

amiento e lectrofor~tico. 

Por lo tanto se inici6 con una electroforesis preparativa a pH 1.8. Se recortó de +1 

1 y se exlTajo la honnona del papel por el m~todo acostumbrado. Se concentró hasta 

ul. 

A continuación se hizo una electroforesis preparativa a pH 10.0del material salido de 

1 .8. Directamente se recort6 de +1 a -1 y se recupero la H ND. Se concentró hasta 

ul. 

Luego se hizo una electroforesis preparativa a pH 3.5 del material salido de pH 10.0. 

ndo se tiñ6 con cloro se observaron cuatro manchas positivas: en el origen, dos en -2, 
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una en -3. Se recortó de +1 a -1 • Se concentró hasta 300 ul • 

Posterionnente se hizo una electroforesis preparativa a pH 6.0 del extracto de pH 3 .5. 

in cloro se vi6 una sola mancha positiva en el origen. Se extrajo la zona de +1 a -1 

se concentró hasta 500 ul. 

Este material se diluy6 a 2 mi con agua y se aplic6 a una columna de Bio-Gel P-2 

,er MATERIALES Y METODOS, pag. 12 ) para cromatografiarse bajo las condiciones que 

expresan. Dimensiones: 1.6 x 75 cm; flujo: 3.5 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 1.75 mi; 

registro a 206 nm: 0.1 AUFS, y a 280 nm: 0.02 AUFS. La HND eluy6 entre 101.5 a 

7 mi. Las fracciones activas se concentraron hasta 2 mi. La gr6fica se observa en la fi-

'0 ( 39 ). 

Dicho material se recromatografi6 en Bio-Gel P-2 bajo las siguientes- condiciones. 

,ensiones: 1 .6 x 83 cm; flujo: 4.5 ml/hr; volumen de cada fracción: 2 mi; se registró a 

S 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 eluy6 la actividad neurodepresora, que fue entre 119 y 127 mi. 

Se concentraron las fracciones activas. Se decidi6 proseguir la purificación de esta 

::ción por cromatografía ITquida de alta presión. Para ello fue necesario fil1rar la mues

por Millipore 0.22 um con el fin de eliminar partTculas que pudieran tapar las micro

erras del cromatógrafo o interaccionar con la columna en fonna irreversible. Se utiliza

las condiciones del programa 1. La columna usada fue de fase reversa, Ultrasphere-ODS, 

5 um. Se registró a 212 nm en el Beckman D .B. 

El extracto salido de Bio-Gel P-2 se dividió en cua1ro fracciones de 625 t .o. cada 

y se cromatografiaron por separado. 

Debido a que al pasar la primera muestra, correspondiente a la corrida 1, no se obser

el pico que se había identificado como poseedor de la actividad neurodepresora en la 

r.ficación por HPLC del Lote 2 (ver flg. 37) y que sin embargo esta fracción de Bio-Gel 

::,oseia actividad, se decidió cambiar de t6ctica y en vez de colectar únicamente los 
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cos con absorbencia a 212 nm, se decidi6 colectar toda la corrida, recogiendo por 

:>ques, en la forma indicada anteriormente ( ver MAll:RIALES Y METODOS, pag. 22 ). 

Asr pues, en la corrida J se detect6 actividad en la zona 3J, correspondiente al la

do con 100% de metanol, TFA 5 mM. La gr6fica se· observa en la figura ( 41 ). 

Con esfos datos en mente, con la siguiente alfcuota, en la corrida K, se colect6 el 

·cer bloque por minufos, y la actividad (muy escasa) se localizó en las fracciones 1 OK 

11 K, como lo ilustra la figura ( 42 ). 

Debido a que el resultado anterior mostró que la actividad neurodepresora aparente

nte se localizaba al final del lavado con metano! absoluto, se decidió modificar el pro

,ima 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 experimenfos. 

estaba cambiando de técnica de bioensayo, de la cadena abdominal al sistema del ten

-!ceptor, y que los resultados no fueron confiables por un tiempo, tal como se discute 

; ampliamente en la próxima sección ( 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. 

Fracción 11 .- Esta fracción se resuspendió en 2 mi de agua y se cromatografió en una 

Jmna -de Bio":"Gel P-2 bajo las siguientes condiciones. Dimensiones: 1 .6 x 75 cm; flujo: 

-11/hr, volumen de cada fracción: 1.6 mi; se registró a 206 nm: 2.0 AUFS, y a 280 nm: 

AUFS. Tal como se indica en la figura ( 43 ) la actividad hormonal se localizó entre 

y l 02 mi. Las fracciones activas se concentraron hasta 350 ul. 

Este material se sometió a una electroforesis preparativa a pH l .8. La tinción con 

'O de un margen de la hoja indicó la presencia de tres manchas: en el origen, en -3, 
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Gradiente de metanol l O - 100% + TFA 5 mM. La HND se loca
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¾n -4. Se recortó de +l a -1 y se extrajo la hormona del papel. Se concentró hasta 300 ul. 

A continuación se efectuó 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 +3 y en +6. 

recortó de +1 a -1 • Se concentró hasta 300 ul. 

Después se hizo una electroforesis preparativa a pH 3.5 de la fracción de pH 10.0. La tin

n mostró una sola mancha en el origen. Se recortó de +1 a -1 y se extrajo la actividad. Se 

,centró hasta 300 ul. 

teriormente se hizo una electroforesis preparativa a pH 6.0 del extracto de pH 3.5. Se ob

vó una sola mancha cloro (+) en el origen. Se extrajo la hormona de la zona de +l a -1 

! concentró hasta 500 ul • 

El siguiente paso consistió en volver a cromatografiar el material en la columna de Bio-Gel 

~. Dimensiones: 1.6 x 83 cm; flujo: 8 ml/hr; volumen de cada fracción: 2 mi; se registró a 

> nm: 0.2 AUFS, y a 280 nm: O.OS AUFS. Tal como se observa en la figura ( 44) la activi

.j neurodepresora el uyó entre 124 y 132 mi. 

Las fracciones activa_s se concentraron y luego se filtraron por Millipore 0.22 um. El volu

n filtrado se concentró hasta 200 ul. 

Con este material se hicieron cuatro cromatograñas de alto presión, de aproximadamente 

) t.o. cada una, bajo las oondiciones del programa 1, recogiendo en bloques. Se registró 

06 nm: O.OS AUFS. Se observaron los siguientes resultados: 

Corrida O: no se detectó actividad en ninguna fracción. 

Corrida P: no se detectó actividad en ninguna fracción. 

Corrida Q: se encontró HND en la zona 3Q. 

Corrida R: se encontró HND en las zonas 2R y 4R. 

En la figura ( 45 ) se muestra una gráfica representativa de estas cromatografías. 

N·uevament~, los controles positivos para el bioensayo tampoco dieron resultados claros, ni 
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cluyentes. Ver DISCUSION ( pag.139). 

Fracción 111.- En vista de los resultados obtenidos con las fracciones I y II en HPLC, se 

idi6 probar si el sistema de la cromatografTa liquida de alta presión funcionaria con extrae

menos purificados y que en forma m6s rápida se pudiera llegar a obtener una fracción sufi-

1temente pura como para poder caracterizarla y hacer los trabajos de secuenciaci6n, apro

hando la posibilidad del sistema de lograr mejor resolución en tiempos muy cortos. 

Por lo tanto se tomó la fracción III salida de S~phadex G-15, correspondiente a 4250 t .o. 

1 purificarla por este procedimiento. Se concenlTÓ hasta 500 ul y se eliminó un precipitado blan

cino mediante centrifugación a 20QO rpm, 4: 30 min. Luego se filtró por Millipore 0.22 um. 

bioensayo se corroboró que en efecto se tenían 4250 t .o. en esa fracción. 

La fracción 111 se dividió en nueve partes, correspondiendo cada lJna a aproximadamente 

t.o. Se cromatografiaron por separado utilizando las condiciones del programa 1 y registran-

1 206 nnf: 1 .O AUFS •· Las fracciones e luidas se colectaron en cuatro bloques, en la forma 

licadá. Se obtuvieron los siguientes resultada;: 

Corrida S: no se detectó actividad en ninguna fracción. 
Corrida T: se enconlTÓ HND en la zona 1 T. 
Corrida U: se enconlTÓ HND en la zona 2U. 
Corrida V: se encontró HND en la zona 2V. 
C~rrida W: se encontró HND en la zona lW. 
Corrida X: se encontró HND en la zona 1 X. 
Corrida Y: se encontró HND en la zona 1 Y. 
Corrida Z: se encontró H N D en I a zona 1 Z • 
Corrida«: se encontró HND en la zona lec. 

En todos los casos en donde se localizó 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 gráfica representativa de estos experimentos. 
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Los resultados obtenidos mostraron con claridad que bajo las condiciones del programa 1, 

1ormona neurodepresora aparece en la zona 1, correspondiente a 10 - 50% de metano!, TFA 

-1M, en la columna de Ultrasphere-ODS. 

Se reunieron todas las zonas 1 correspondientes a estas corridas, por una parte, y por ofra 

zonas 2U y 2V, y se concenfraron. 

Cuando se concentraron a sequedad las fracciones de las zonas 1 se observó una pastilla 

nea y cristalina, la cual -al resuspenderse en 150 ul de agua daba la impresión de formar 

1 solución saturada con sales. Por lo tanto se decidió averiguar si esa muestra en efecto con

ia sales, y si se podría determinar la presencia de potasio, que se sabe es un ión que puede 

~rferir con el bioensayo. 

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

flamometria. El resultado mostró que efectivamente había potasio en una concentración de 

87 meq/1. En el control de agua no se detectó el ión. Los cálculos indicaron que en la solu-

,n de HND se encontraba potasio a una concentración de 1.00893 ug/ul. 

Se calculó si esta concentración de potasio podría afectar al bioensayo tomando en cuenta 

1olumen fina de la muestra que se inyecta a la preparación fisiológica, diluida en la solución 

Van Harreveld { ver MATERIALES Y METODOS, pag. 9 ), la cual contiene 5.36 mM de ·po

o. Se vió que la molaridad final de potasio se elevaba a 5.683 mM, lo cual no debería de 

uir en los resul todos de la preparación fisiológica, y que por tanto los datos obtenidos de ella 

ian ser confiables. 

Se hii:o una cromatografía de alta presión de la fracciá, que contenía las zonas 2U + 2V 
·• 

:> las condiciones del programa 1, registrando a 206 nm: 1 .O AUFS. Se recolectó por bloques. 

1ctividad se halló en la zona 31. En la figura { 47) se observa la gráfica de esta corrida 1. 

Por otra parte, se decidió volver a cromatografiar a la solución de HND correspondiente a 

zonas 1, con el fin de colectar ahora cada pico por separado, y ver si era posible asociar la 



- .---~--,-,¡ 

\,O [ 1 

,...._ 

1 ....., 

f 
..s, 
o 0,5 
CV 

< 

¡ 
,, 

/ 

,, 
,, ,, ,, 

,, ,, 
,, 

1 

/ 
/ ,, ,, ,, 

/ 

1 1 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 

/ 
/ 

/ ,, 

\ 

W'Aw/1/AY4P/47/'4@1 

\ 
\ 

\ 
\ 

\ 

1 ~ 

\ 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 
\ 

\ 

(00 

9o 

i80 

1 

'O - 1 
1 

'° ~ 
~ 

50 "5 
~ 

40 
1 

!O ~ 

2o 

K> 
~I ---•-----2I __ ...,__ __ 31 __ ..,.. __ _ 4I---

o 
5 10 16 20 25 30 !S 40 415 50 es 

tiempo { min ) 

Figura 47) Corrida I en HPLC, (zonas 2U + 2V, fracción 111, Lote 3). 
Programa l. Se colect6 por bloques. La H ND se localizó 
en la zona sombreada. 

'° "5 
o 



- 98 -

ividad biol6gica con un solo pico en. particular. Se dividió a este extracto en tres fracciones 

,aproximadarr,::nte 1330 t.o. cada una y se aplicaron las condiciones del progr: ·¡a 1, registran

,a 206 nm: 1.0 AUFS. Los resultados fueron los siguientes: 

Corrida 11: se detectó HND en el pico 111 .1 

Corrida 111: se detectó HND en el pico 111 1 • l 

Corrida IV: se detectó HND en el pico IV1 .1 

En la figura ( 48 ) se muestra una gráfica representativa de esta serie de corridas. De acuerdo 

,;tos 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 tanto se reunieron los tubos 111 .1, 1111 .1, y IV1 .1 y se concentraron. Con el fin de 

::ular la proporción de sales en esa frac"ción, se pe·só un tubo antes (2 "104 g) y después de ha

concentrado en él la fracción activa (2 .19045 g). Por lo tanto el contenido del rubo pesaba 

45 mg. Luego se resuspendió en 300 ul de agua y de ahí se tomó una alícuota de 5 uf a la que 

e determinó presencia de los iones sodio y potasio por flamometría. El resultado fue que se 

aron 62 meq/1 de sodio y 21 meq/1 de potasio. El resultado de los cálculos suponiendo que 

os iones se encontraran en forma de NaCI y KCI fue de que habría alrededor de 93 mg de 

sen la solución, lo cual es correlacionable con el valor obtenido por peso. Estos datos indi

Jn q·ue la mayor parte de lo que se encontraba en el tubo eran sales, y que la cantidad de hor

a existente era muy baja. 

Se hizo una cromatografía de al ta presión, analítica, de l O ul (120 t .o.) de la muestra con 

vidad biológica 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 apareción en 

·acción V1 .1 • 

Dado que los resultados eran muy reproducibles y la HND siempre eluía al principio bajo las 

1iciones del programa 1, se decidió variar las condiciones, para ver si había algún cambio 



f,01 j 1 1 j l 1 1 1 1 ,t•w wwww¡www www = F* w == =-, 1100 
/ 

/ 
/ 

r 
1 

-.J 

f: 
~ 

3 
1.\1 0.5 
~ 

l 
1 ,. 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 

~ 
1:> 

O ~ - ·-;J ,u 20 

/ 
/ 

/ 

,. 
/ 

/ 

25 

/ 
/ 

/ 
/ 

30 

/ 
/ 

/ 
/ 

/ 
/ 

SS 'lo ..., .so 

tiempo ( min ) 

\ 
\ 
\ 

\ 
\ 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ 
\ 

\ 
\ 

\ 
\ -----------

!IS 'º "5 

Figura 48) Gr6fica representativa de las corridas 11 - IV en HPLC. Fracci6n 111, Lote 3. 
Programa 1 • Gradiente de metanol de 1 O - 100% + TFA 5 mM. Se colect6 
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:a posición de e lución de la hormona. Por lo tanto se hizo otra cromatografía, analítica, 

) 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 básicamente idéntico al obtenido en 

:orrida V. La actividad neurodepresora se localiz6 en el pico XVl1 .1. Estos datos indicaban 

no había diferencia de comportamiento entre las condiciones del programa 1 y del programa 

f que la hormona era tan hidrofílica que pr6cticamente no se retenía en la columna y eluía 

:amente con agua+ TFA 5 mM. 

Entonces se decidió ver si variando el pH de la solución eluyente se conseguía separar al 

taminante en forma más clara o si se podía retener a la hormona en la columna. Por lo taito 

-iguieron las condiciones del programa 5, isocrático, utilizando únicamente 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 resolución, y lo que es más, hacen que tanto la hormona como su contaminante 

1cipal eluyan juntosº La HND se localizó en el pico XVll1. 

Se decidió hacer una serie de cromatografías analíticas en una columna de Ultrasphere-ODS, 

n, nueva, para ver si se mejoraba la resolución. Se hicieron las corridas XVIII a XXII bajo 

condiciones del programa 5, utilizando comQ eluyente únicamente H20 + TFA 5 mM, pH 3.0. 

a figura ( 52 ) se observa una gr6fica representativa de esta serie de corridas. La actividad 

::>cdlizó en el mismo lugar que en veces anteriores. Como se observa no se mejoró la resolu-

l entre la hormona y su contaminante mayoritario. 

Con el objeto de tratar de separar más a hormona y contaminante se decidió probar las condi-

1es del programa 7 ( ver MATE RIA LES Y METO DOS, pag. 21 ), el cual fue hecho para cuando 

nieron 2 columnas de UI trasphere 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 .O. En efec-

:! vió que se aumentaba la resolución. En la figura ( 53 ) se muestra una gráfica representativa 
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Solvente B: me tanol l 00% + TFA 5 mM. Se colect6 por 
picos. La H ND se localizó en la zona sombreada. 
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Figura 52) Gr6fica representativa de las corridas· XVIII ... XXII en HPLC. 
Programa 5. Solvente A: agua + TFA 5 mM, pH 3 .O 
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los resultados de las corridas XXIII a XXXI. Como se aprecia en dicha figura se vi6 que el 

::o correspondiente a la actividad biológica no era simétrico, sino que estaba compuesto por 

rios componentes. Así mismo se observó que el contaminante se resolvía 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 alícuotas de 50 t .o. de los picos 1, 2, 3 y 4. 

bioensayo mostró que toda la actividad se había recuperado en la fracción correspondiente al 

)O 1. 

Se probaron otras condiciones, esta vez utilizando como eluyente a acetonitrilo al 5% en 

~tato de amonio 10 mM, pH 7 .5, ba¡o el programa 5 y utilizando solo una columna. El resul

fo se ilustra en la figura ( 54 ). Como se puede observar apareció un solo pico, y en él se ha

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

Para averiguar si los picos obtenidos en las dos últimas corridas en efecto se encontraban pu

se ·decidió reunirlos y analizarlos nuevamente bajo condiciones ácidas, es decir con agua, 

~ 5 mM, pH 3.0. El resultado de la corrida XXXIV se observa en la figura ( 55 ). Como se 

aún se encontró contaminado el pico correspondiente a la actividad biológica. Estos datos 

1irieron que los resultados obtenidos en condiciones ligeramente alcalinas eran un artificio 

ue la muestra todavía no se enéontraba pura. 

Como control se hizo una cromatografía analítica de la fracción de HND (pico 1) en condi

nes ácidas, con el programa 5. Tal como lo indica la figura ( 56 ), en efecto se observaron 

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

En vista de que aún se presentaba un contaminante se decidió cromatografiar nuevamente 

:,do el lote del pico 1, bajo las condiciones del programa 5, utilizando agua, TFA 5 mM 

!'IO eluyente, con la intención de colectar las fracciones por separado, de manera que se pu

ra obtener al pico activo pr6cticamente libre de contaminantes. Así pues se hicieron las 

·ridas XXXVI a XLV• En la figura ( 57) se ilustra una gr6fica representativa de esta serieº 
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Figura 57) Gr6fica 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 localiz6 en la zona sombreada. 
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todas ellas la actividad se encontr6 en el primer pico ( que se denomin6 pico A). Se reunie

,. todos los tubos correspondienfes al pico A por una parte, y los del pico B por otra. Por bio-. 
.;ayo se detect6 que se habra recuperado toda la actividad en la fracci6n A. 

A continuaci6n, ,e hicieron dos cromatografias· analTficas de la fracci6n A, con 20 y SO t.o. 

pectivamente, para ver si ya se encontraba pura la honnona o si el pico estaba fonnado por m6s 

un componente, como parecran sugerir algunas de las corridas anteriores. Las condiciones 

das fueron las m~smas. En la figura ( 58 ) se encuentran los resul todos de las corridas XL VI 

:LVII. Sorpresivamente se volvi6 a observar el pico que contaminaba a la fracci6n A. Este 

Jitado nos hizo pensar que tal pico tal vez se debra a algún contaminante exógeno, que se 

Jviera introduciendo al sistema en alguna parte del procedimiento. 

Para comprobar dicha hip6tesis se corrieron los siguientes controles, bajo las mismas condicio

croma togr6fi cas • 

Corrida XLVIII: 5 ul de soluci6n acuosa utilizada para siliconizar. 

Corrida XL°IX: 5 ul de solución concentrada para sil iconizar (Aquasil) 

Corrida L: 5 ul del concnetrado de 1 .5 mi de agua, TFA 5 mM que se trat6 igual 

los tubos con muestra (congelamiento, ·calor, concentración, etc.) llevado hasta 10 ul. 

Los resultados se muestran en la figura ( 59 ). Como se ve, aparentemente la solución acuo-

1tilizada para siliconizar presenta contaminantes que aparecen l¡!n la misma posición que el 

::, B. También se mostró con estos experimentos que una de las distorsiones que se veranen 

·racción A es debida a silicón. 

En vista de estos resultados se decidió volver a cromatografiar a toda la actividad neurode

iora (pico A) en las mismas condiciones, para volver a separar al presunto pico contaminante, 

) ahora eliminando los tubos siliconizados y colectando en tubos de pl6stico Eppendorf que 

·equieren siliconización. 

Asr pues, se efectuaron las· corridas LI a LV, En la figura ( 60) se muestra una gr6fica repre-
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-atiw de esta serie. Se colect6 en la forma indicada en la figura. La actividad se encontr6 

oJrtida en las zonas 2 y 3, por lo que se reunieron en una sola fracci6n y se concentraron. 

anismo tambi&n se reunieron y concentraron por separado los tubos correspondientes a los pi-

1, 4, 5 y 6. 

Se hizo una cromatograffa analítica ba¡o las mismas condiciones de una alrcuota correspon

,te a 50 t .o. y se obtuvieron los resul fados que se observan en la figura ( 61 ) • Como se 

:le apreciar, nuevamente apareci6 el pico co~taminante, en la misma posici6n de antes y 

fonde también 3luy6 uno de los contaminantes d~ la soluci6n utilizada para siliconizar. Sin 

argo, ya se habran eliminado lstos y se habían utilizado tubos de plástico en donde ya no se 

ra usado silic6n. 

Despu&s de estos resultados se sugiri6 la posibilidad de que ese contaminante pudiera ser un 

lucto de degradaci6n de la hormona. 

En vista de que no se podfa obtener ya ninguna ventaja con la columna de fase reversa, se 

idi6 guardar ese lote hasta que se tuvieran en el laboratorio otro tipo de columnas y ast 

ar el mal trato a la hormona. 
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1TE 4).- Debido a que algunos lotes habfan perdido actividad y que se tenra poca cantidad 

honnona, se decidi6 iniciar una nueva purificaci6n. Se parti6 de 1200 g de material conge

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

descritas y se extra¡eron los polvos con agua como ya se ha mencionado. En total se utiliza-

6150 mi de agua los cuales se concentraron hasta 500 mi. Este material se dializ6 contra 

,a en la fonna indicada. Se obtuvieron 12 1 de aguas de diálisis, los cuales se concentraron 

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

El extracto crudo se dividi6 en dos fracciones de 54 mi cada una, correspondientes a 6000 t .o., 

se denominaron fracci6n A y fracci6n B. 

La fracci6n A (6000 t.o.) se empez6 a purificar por el m&todo tradicional, cromatografiándo

m una columna de Sephadex G-25 fino, ba¡o las condiciones que se indican. Dimensiones: 

• x 85 cm; fl~¡o: 20 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 8 mi. Se registró a 280 nm: 2.0 AUFS, 

)mo de costumbre se eluyó con agua. Se hicieron cinco cromatograffas de esta fracción, ob

i&ndose los siguientes resultados: 

Extracto crudo 

12 mi (1330 t.o.) 
12 mi (1330 t.o.) 
12.ml (1330 t.o.) 
12 mi (1330 t.o.) 
6ml (660t.o.) 

Volumen de elución de HND 

368-448 mi 
376- 456 mi 
368 - 456 mi 
368 - 456 mi 
352 - 424 mi 

En la figura ( 62 ) se observa una gr6fica representativa de esta serie. Se concentraron las 

:ciones activas hasta 20 mi. 

El extracto de 1aSG25f se cromatografió nuevamente en la misma columna bajo las siguien

:ondiciones. Dimensiones: 2 .6 x 85 cm; flujo: 11 ml/hr; volumen de cada fracción: 11 mi; 

egistró a 280 nm: 2 .O AUFS. 



2,0t 1 ·¡ 1 1 1 -.Lh/A77/7777í i i 1 

~ 
2 

<'·º 

O 100 ªºº 300 
VOLUMEN ( m 1 ) 

'400 500 

Figura 62) la. Cromafografra en Sephadex G-25 fino.- Fracci6n A, Lote 4. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; 
flujo: 20 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 8 mi; eluci6n con agua. Se localiz6 la HND en 
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El extracto se dividi6 en dos partes que se cromatografiaron por separado, dando los siguien

•resul fados: 

ElaSG25f 

10 mi {3000 t.o.) 
10 mi {3000 t.o.) 

Volumen de eluci6n de HND 

330 - 418 mi 
352 - 451 mi 

En la figura ( 63 ) se muestra una gr6fica representativa de estas cromatografras. Las fraccio

activas se concentraron hasta 8 .5 mi • 

Luego se procedi6 a cromatografiar el extracto obtenido de 2aSG25f por una columna de 

hadex G-15; ba¡o las condiciones que se indican. Dimensiones: 2 .6 x 85 cm; flu¡o: 11 ml/hr; 

,,men de cada fracci6n: 5.5 mi; se registr6 a 280 nm: 2.0 AUFS. La HND eluy6 entre 308 -

mi. En la figura ( 64 ) se muestra la gr6flca obtenida. Se concentraron las fracciones activas 

-a 7 mi. 

Dicho extracto se recromatografi6 en la misma columna ba¡o las siguientes condiciones. Di

-siones: 2.6 x 85 cm; flu¡o: 8.5 ml/hr; volumen de cada fracci6n: 3.3 mi; se registr6 a 280 nm: 

AUFS. La HND eluy6 entre 310 - 344 mi. La gr6fica se observa en la figura ( 65 ). Las 

ciones activas se concentraron hasta 2 mi. 

El bioensayo revel6 que la actividad biol6gica se había recuperado en su totalidad despu&s 

stos pasos de purificaci6n. 

Aprovechando la experiencia obtenida con el Lote 3, se decidi6 proseguir la purificaci6n 

sta fracci6n A directamente por cromatografía lfquida de alta presi6n, bajo las condiciones 

programa 1, utilizando un gradiente de metano( de 10 a 100% + TFA 5 mM. Se hicieron 

cromatograffas por separado, correspondiendo cada una á aproximadamente 600 t .o. Se 

.;tr6 a 206 nm: 1 .O AUFS • 
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En la figura ( 66 ) se observa una gr6fica representativa de las corridas VI a XV. En todos 

casos la actividad neurodepresora se localiz6 en el pico 1 .1 • 

Se reunieron todas las fracciones activas y se concentraron hasta sequedad. Dado que esta 

-:ci6n tambiln mostr6 una gran cantidad de sales, se ·decidi6 desalificarla, utilizando meta

absoluto, en la forma que se indic6 previamente ( ver MATE RIA LES Y METODOS, pag .17 ). 

obrenadante se concentr6 para eliminar al metanol y se resuspendi6 en agua. El bioensayo 

fc6 que se habra recuperado toda la actividad. 

Por lo tanto, se decidi6 volver a pasar esa muestra por la columna de fase reversa, utilizan

Jhora el programa 5 y eluyendo con agua, TFA 5 mM, pH 3.0. Se registr6 a 206 nm: 2.0 

~s. En la figura ( 67 ) se ve una gr6fica representativa d~ las corridas LVIII a LXXVI. 

Todas estas corridas se resolvieron en cinco fracciones, las cuales fueron denominadas oc, fo, 
S, y f. • Se reunieron los tubos correspondientes a cada fracci6n y se concentraron. Debe 

tcionarse que en esta ocasi6n todos los picos se recogieron en tubos de pl6stico, para evitar 

taminarlos con subproductos de la soluci6n usada para siliconizar. 

El bioensayo indic6 que la HND se encontraba en forma mayoritaria en la fracci6n correspon

,te al pico S , y un poco en el pico i . 
Por primera ocasi6n, la HND pareci6 retenerse un poco en la columna de fase reversa. 

Se tom6 el pico S y se volvi6 a cromatografiar en la misma cofomna y ba¡o las mismas con

ones. La única variaci6n fue que se aument6 el nivel de.sensibilidad del registro a 0.1 AUFS. 

ierfil o_btenido en las corridas LXXXVII a XCI se ve en forma representativa en la figura ( 68). 

El bioensayo mostr6 que la actividad se localizaba en los picos 2, 3 y 4; estos datos coinci

con el resultado de las cromatografi'as anteriores y confinnan que la HND desalificada eluye 

-a el minuto 9 - 10 despu~s de la inyecci6n de la muestra. 
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Solvente A: agua + TFA 5 mM, pH 3.0. Se 
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Por otra parte la fracción B (6000 t.o.) del extracto crudo se empez6 a purificar por el 

:edimiento nonnal. ·Se hizo una cromatografra en Sephadex G-25 fino bajo las condicio

que se expresan. Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 20 ml/hr; volumen de cada fracción: 

mi; se registr6 a 280 nm: 2.0 AUFS. Los resultados fueron los siguientes: 

Extracto crudo 

12 mi (1500 t.o.) 
12 mi (1500 t.o.) 
12 mi (1500 t.o.) 
12 mi (1500 t.o.) 

Volumen de elución de HND 

366 - 434 mi 
374 - 442 mi 
348 - 416 mi 
374- 442 mi 

En la figura_ ( 62 ) se muestra una gráfi.ca representativa de estas corridas. Las fracciones 

vas se concentraron hasta 7 .5 mi • 

Dicho extracto se recromatografió en la misma columna bajo las condiciones que se mencio

• Dimensiones: 2.6 x 85 cm; flujo: 7 ml/hr; volumen de cada fracción: 7 mi; se registr6 a 

nm: 2.0 AUFS. La actividad neurodepresora eluy6 entre 343.; 441 mi. En la figura ( 63) 

bserva la gráfica. Se co~centraron las fracciones activas hasta 6 mi·. 

Decidió hacerse un experimento en fonna analrtica pasando una alrcuota de 500 t.o. de es

xtracto por un cartucho de Sep-Pak, en la fonna en que se mencionó previamente ( ver MA

·IALES Y METODOS, pag. 23 ). Se buscó por bioensayo en que fracción habra elurdo la 

D y se observó que 6sta se encontraba en su totalidad en la fracción e luida con H20, TFA 

M, pH 3.0. 

Se concentró esa fracción y se corrió una alícuota correspondiente a 20 t .o. por cromatogra

:le alta presión bajo las condiciones del programa 5, eluyendo con agua + TFA 5 mM. Al 

lizar el programa se eluy6 con metanol absoluto y se continuó graficando para ver si se ha-

1 retenido más componentes. En la figura ( 69 ) se observa la gráfica obtenida en la corrida 

• 

En función de estos resultados se decidió tratar al resto del extracto de 2a SG25f con el 

r10 procedimiento. Como la muestra estaba muy conce·ntrada se diluy6 hasta 13 mi, se filtró 
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Millipore 0.45 um, y se pas6 en doJ partEs por cartuchos de Sep-Pak en la forma indicada. 

Las fracciones elurdas de Sep-Pak con agua, TFA 5mM, pH 3.0 se concentraron hasta 2 mi. 

r bioensayo se supo que se habTa recuperado toda la actividad. 

El siguiente paso fue pasar a este extracto salido de Sep-Pak por cromatografra lrquida de 

a presi6n. 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 total diez corridas ( LXXVII a LXXXVI ). En la fi

-a ( 70 ) se observa una gr6fica representativa de esta serie de experimentos. En esta ocasi6n 

colectaron las fracciones eluTdas en bloques. La actividad neurodepresora se ubic6 siempre 

las zonas 1, correspondientes a la secci6n de 10 - 50% de metanol, tal como se habra obser

~o en otras ocasiones. 
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DISCUSION 

. ' 

Como se mencion6 previamente en la INTRODUCCION (pag. 6) el ob¡etivo fundamental 

traba¡o que estamos realizando sobre la hormona neurodepresora de los crust6ceos es el de 

riguar la estructura primaria de la molécúla con la intenci6n de obtener su total caracteri

i6n desde el punto de vista bioquTmico. Para conseguir dicho ob¡etivo es necesario contar con 

preparaci6n de HND que se encuentre completamente pura y homogénea, de manera que los 

,s que se obtengan de ella sean confiables y sean atribuibles Onicamente a esta neurohormona. 

bién es necesario, para obtener el mismo fin, que la cantidad de material sea suficiente FD ra 

er llevar a cabo con ella todas las pruebas indispensables para conseguir el ob¡etivo propues-

En nuesfro laboratorio se han intentado varios enfoques para lograr obtener una preparaci6n de 

) que cumpla con todos los requisitos necesarios para el traba¡o de elucidación de la esfruc

primaria de ·1a hormona. Inicialmente se desarrolló un método puramente electroforético 

,21 ) mediante el cual se obtenTa un estado razonable de pureza, pero cuya mayor desven

ara que no se podTan traba¡ar grandes cantidades de material de una sola vez. Posteriormen-

1esarrollamos un método que involucraba la utilizaci6n de cromatografTa por filtraci6n en 
~: 

1 métodos electroforéticos ( 14, 15,22 ), que mostr6 ser capaz de alcqnzar un nivel de pu-

similar al método anterior, pero con la venta¡a de poder purificar mayores cantidades de 

rial. 
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Asf pues, se decidi6 utilizar este último método como base para la consecuci6n de una pre

qoaci6n abundante de HND pura, y con ese ob¡eto se inici6 el trabaio con el Lote 1. 

El comportamiento de. la actividad neurodepresora en las columnas de Sephadex G-25 fino 

Sephadex G-15 fue completamente reproducible con el que se habfa observado anterionnente 

4 ). Corno se puede observar en los datos reunidos en la Tabla 1, el material salido de estas 

ilpas de purificaci6n se encontraba 66.5 veces m6s puro que el extracto crudo y la actividad 

)ecmca habra aumentado a 96.5 t .o ./mg de protefna. Aunque en esta etapa la preparaci6n 

encuentra con la existencia de una gran cantidad de contaminantes todavfa, presenta la 

ntaia de que el material se encuentra enriquecido en honnona neurodepresora., y adem6s se 

ede concentrar hasta volúmenes pequef'ios que se pueden traba¡ar m6s f6cilmente. 

Sabiendo que el extracto salido de los pasos de cromatografl'a en columna posee todavfa 

l 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 caracterTsticas, para ver si era posible ace

ar el método de purificaci6n. 

Así, se prob6 el comportamiento del extracto semipurificado en una columna de intercambio 

1ico, utilizando CM-celulosa. El resultado obtenido constituy6 una sorpresa, puesto que el 

1ocimiento adquirido previamente sobre las caracteñsticas·de la honnona (su comportamiento 

tro en un campo eléctrico), no esperábamos que la HND se retuviera en la columna baio las 

1diciones empleadas. 

Sin embargo, como se mostró en la secci6n de RESULTADOS (pag. 37 ), aproximadamente 

47% de la actividad cromatografiada si fue retenida y eluy6 con una concentraci6n de ace

> de amonio entre 370 -435 mM, mientras que el restante 53% fue exclufdo de la columna 

o se retuvo. Ambas fracciones mantuvieron su actividad biol6gica en el bioensayo. Este ex

·imento mostró una dualidad en el comportamiento de la hormona ante las condiciones usadas 
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<J cromatograffa de intercambio i6nico. Dicho comportamiento es similar al que han presen

' otros neuropéptidos tratados en condiciones similares, como es el caso de oxitocina, c_uan

e cromatografi"a en Amberlita, en 0.1 % de acetato de amonio, pH 5.0, y en donde Onica

te se retiene el 50% de la actividad aplicada ( 35 ). Asimismo, se ha reportado que la hor

a que promueve la oviposici6n (ELH) en Aplysia californica también pre~enta un comporta

,to parecido cuando se le cromatografTa en Sephadex SP C25 (un intercambiador cati6nico), 

(onde el 45% de la honnona marcada se retiene y e luye con el pico que mantiene' .la_ activi-

biol6gica, mientras que el resto de la marca radiactiva se excluye de la colurv~ ( 36 ). 

posible explicaci6n podrTa ser que la honnona presenta una gran afinidad por moléculas pre-
• 

es en el extracto, que poseen caracterTsticas diferentes a la honnona libre, y que una frac-.. 
, e luyera junto con ese otro tipo de moléculas. 

Se decidi6 analizar la fracci6n que se retuvo en CM-celulosa por métodos electroforéticos • 

. o se mostr6 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 caracterTsticas se habran 

blecido previamente para la HND { 14 ). Estos resultados implicaron que se habTan elimina

::1 mayor parte de los contaminantes del extracto salido de Sephadex G-15, por un solo paso 

fonal, el de intercambio i6nico. 

Sin embargo, cuando se utiliz6 otro criterio ~e pureza, como es el de la combinaci6n de 

troforesis y cromatografTa en capa delgada, se observ6 que el resultado no era tan claro, y 

m6s, bajo la cromatografra ascendente en capa delgada se observaron todavra algunos con-

nantes (pag. 40). ' 

1Por tal motivo, fue necesario someter al extracto· de CM-celulosa a una serie de electrofore

•reparativas sucesivas con el fin de eliminar dichos contaminantes. Después de haber realiza

stos pasos, se volvi6 a aplicar la electroforesis y cromatografra en capa delgada como crite

~e cureza. v finalmente se observó una sola mancha con las caracterrsticas 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 cromatografTa. 

Durante estos expe.rimentos se observ6 que habra un contaminante que se comportaba en fonna. 

a con respecto a la tinci6n con cloro, ya que aparecra como positivo hasta aproximadamente 

1 hora desp~s de haber tenido. Por otra señe de estudios, posterionnente se supo de donde 

cedTa dicho contaminante; éste sale de los extractos del papel de las hojas Whatman 3MM 

fizadas durante las electroforesis, y se va concentrando a medida que se involucran rn6s pasos 

ctroforeticos. Luego se encontró la forma de eliminarlo adecuadamente, mediante un lavado 
. 

,austivo con agua, durante cinco dras, en fonna descendente ( 34,37 ). 

El resto del extracto de Sephadex G-15 del Lote 1 se dividi6 en dos fracciones: A y B. La 

:ci6n A se recromatografi6 en Sephadex G-15, este segundo paso penniti6 eliminar una gran 

,tidad de material contaminante, como lo indica la figura ( 18 ). Posterionnente, se decidi6 

uir con el método previamente establecido y mediante el procesamiento electroforetico a 4 

diferentes se logr6 obtener una preparaci6n razonablemente pura, de acuerdo al criterio 

3nido de la electroforesis y cromatografTa en capa delgada. 

Se unieron las dos fracciones que habfan sido obtenidas con un grado similar de pureza y 

stituyeron una fracci6n de 3000 t.o. 

Es de hacer notar que independientemente del camino que se esco¡a en el proseguimiento de 

turificaci6n a partir de lci la. cromatograña en Sephadex G-15 {el de intercambio i6nico en 

-celulosa, o el de recromatograffa en Sephadex G-15), de todas maneras es indispensa~le 

1izar los procedimientos electroforeticos para poder tener una preparaci6n relativamente horno-

.ea• 

Como se mostró en la figura ( 21 ), al cromatografiar nuevamente al material purificado en 

,adex G-15 se obtuvo un pico con el cual coincidfa la actividad biol6gica; sin embargo di

pico. no fue absolutamente simétrico. Adem6s en un experimento realizado en paralelo, de 
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¡preparación de HND de Procambarus bouvieri, que había pasado por las mismas etapas de puri-~ 

:ión, se observó que registrando a 206 nm aparecía un "hombro" sobre el pico principal de 

,ridad. 

iay que hacer notar que este comportamiento no se había observado anteriormente ya que 

-a se había detectado este paso a 206 nm, sino que se había hecho a 254 nm, que es una zo

n donde la HND no absorbe. La posibilidad de utilizar la detección a 206 nm directamente 

~luyente de la columna nos hizo pensar que era probable que la preparación no fue·ra com-

1mente homogénea. Sin embargo, todos los métodos de purificación usados no eran capaces 

~solver en fonna determinante y radical ese problema. 

Jna tercera pare del material purificado se utilizó para detenninar la composición _de amino

:,s del péptido, como se mostró en los RESULTADOS (pag. 56). Cuando se analizaron 100 t.o. 

12 muestra, se vió que aparecían entre 12 - 14 aminoácidos, la mayor parte de. ellos se habían 

minado por el método de dansilación en otra preparación ( 14, 15,21,22 ). El análisis de 

t.o. mostró que podían existir entre 10 - 15 residuos. Dichos resultados no son excluyentes. 

correlacionar dichos datos con las características conocidas de la hormona es necesario ha

dgunos comentarios: Asp y Glu deben encontrarse como Asn y Gin en la molécula original, 

que aparecen como ácidos debido .a la hidrólisis ácida usada por este método; las probables 

, __ Arg que aparecieron no deben ser partes integrales del péptido ya que son aminoácidos que 

mferirían diferente conducta electroforética a la hormona, es probable que su aparición en 

'linograma sea debida a contaminación. La existencia de la His tal vez podría explicar el 

iortamiento de la honnona en CM-celulosa, ya que al pH utilizado el grupo -NH del imida

e encontraría protonado, y dicha carga podría interaccionar con las cargas negativas de la 

,nna. El resto de los aminoácidos encontrados son congruentes con las características de la 

:>na, y con análisis realizados con anterioridad. 

ambi~n debe mencionarse que en un control para este experimento se analizó una muestra 

.1 concentrado de 100 mi del eluyente de la columna de Sephadex G-15, llevado hasta 100 ul, 
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-onde se encontraron varios aminoácidos en proporci6n elevada, principalmente Ser, Glu 

y, por lo que el valor obtenido para estos amino6cidos en el ~ptido no es definitivo. 

=n base a estos análisis y a los datos de peso molecular realizados previamente ( 14 ), se 

ul6 la cantidad de proteína existente en la fracci6n purificada, y se enconfro que era de 

r;J ug. Cuando se extrapolaron estos datos a la totalidad del Lote 1, se obtuvieron los resul

-s que se muestran en la Tabla 1, en donde se había alcanzado un nivel altísimo de purifi-

6n (47,530 veces con respecto al extracto crudo ) y en donde la actividad especi'fica tam-

había aumentado mucho (68,966 t.o./mg de proteína ). 

•Los datos del análisis de aminoácidos, sin embargo, deber6n repetirse con una muestra en 

:>r estado de pureza, para confinnar o corregir los encontrados con ésta muestra. 

También se realizó un experimento de detenninaci6n de la composici6n de aminoácidos en 

tro laboratorio, mediante la técnica de dansilaci6n. El método se prob6 con un péptido co

do como es el péptido S de la ribonucleasa. En este sentido es importante sei'iala( que la 

ica se optimiz6 hasta el grado de poder detenninar el DNS-~ptido, el grupo -NH2 tenni

Y la 00mposici6n de aminoácidos completa, con una sola muestra. Aunque es posible deter

·Jr todos estos resultados con solo un nanomol de péptido inicial, se-propone que el 6ptimo 

btiene con dos nanomoles de materlal, con el fin de que las manchas correspondientes a los 
1 

i-aminoácidos sobre~lgan perfectamente sobre el medio y sean claramente visibles ba¡o la 

ultravioleta,. 

Cuando se aplic6 esta técnica a una alícuota de la hormona purificada se obtuvie~n los 

ltados indicados en la pag. 62. En la primera dansilaci6n se observ6 una mancha con fluo

encia amarilla que daba la impresi6n de ser un DNS-péptido (de acuerdo a los resultados de 

~ansilaciones de ~ptido S de la rib>nucleasa, penta-alanina y Leu-Gly-Gly). En caso de 

>, dicho péptido correspondería a un contaminante de la preparación de hormona, ya que 

,mosque ,sta tiene su grupo amino terminal bloqueado ( 14, 15,21,22) y que no podría 
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-:cionar 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 observ6 

)NS-Lys en fonna muy clara. 

Cuando se hidroliz6 (!I material dansilado se observ6 que desapareci6 la mancha amarilla, 

:>r otra parte, la fluorescencia en la posici6n de la di-DNS-Lys aument6 con respecto al 

erimento anterior. Este dato podrfa sugerir que el responsable de la mancha amarilla es un 

tido con Lys en su grupo amino tenninal. 

El análisis de composici6n por este método no mostr6 ninguna mancha detectable ba¡o la luz 

~violeta. Este dato podrfa sugerir que se estaba traba¡ando con cantidades por aba¡o del 

mo y que la sensibilidad del método no fue suficiente para detectar resultados. 

La tinci6n con el reactivo de Pauly de una alfcuota aplicada en punto concentrado sobre un 

el filtro fue positiva. Este dato correlaciona con el hallazgo de His .en el aminograma. 

Cuando se recromatografi6 la muestra purificada en Sephadex G-15, utilizando un flu¡o 

o y una columna LKB que pennite un me¡or sistema de inyecci6n, se observ6 que la HND 

2par6 de dos contaminantes con absorbencia a 206 nm y a 280 nm. En la segunda de estas 

natografTas se observ6 que el pico activo biol6gicamente s61o presentaba absorbencia a 

nm, pero no a 280 nm. Estos datos correlacionan con el conocimiento que se tenTa de la 

riona en este sentido ( 14 ). 

Esta muestra se analiz6 por cromatografTa ITquida de alta presi6n, ba¡o las condiciones del 

,rama 1, obteniéndose los resultados ilustrados en la figura(28). La actividad biol6gica cay6 

11 primer bloque, correspondiente a la zona de 10 - 50% de metanol. Sin embargo, la acti-

1d recuperada fue muy baja con respecto a lo que se habFa inyectado. También se observ6 

resencia de algunos picos con absorci6n a 212 nm, lo cual implicaba que la muestra, después 

ste largo proceso de purificaci6n, aOn no se encontraba completamente pura. 
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En cuanto a la fracci6n B de 17:/J t.o. del Lote 1 salida de Sephadex G-15, que no sufri6 

-erior purificaci6n, se analiz6 también por cromatografra lrquida de alta presi6n, bajo las 

-nas condiciones. La figura ( 29 ) hace evidente la cantidad de material contaminante que 

-de ser separado por este procedimiento, y que habra sido eliminado por el proceso utilizado 

a otra fracci6n (comp6resnse las figuras ( 28 ) y ( 29) ). En este Oltimo caso, sin embargo, 

e pudo detenninar actividad biol6gica en ninguna de las fracciones obtenidas, asr como 

q:,oco en los controles positivos de la muestra sin cromatografiar, enviados a bioensayo, lo cual 

ri6 que la actividad neurodepresora habra sido degradada de alguna fonna y que se habra 

:Jido por completo en esa fracci6n. 

Es importante, en este punto, hacer un paréntesis (que ser6 útil para discutir tambi!n ofros 

dtados 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 empez6 a -cambiar la 

,ica de bioensayo para detectar la actividad biol6gica. Inicialmente se habra estado traba

:Jo con la preparaci6n que utilizaba a un ganglio de la cadena abdominal, sin embargo, 

~o se mont6 una preparaci6n en donde s~ afsla a una motoneurona, del sistema tensoreceptor, 

hacen los registros directamente de ella. Con esta nueva preparaci6n se postul6 que se me

rrfan los niveles de sensibilidad del bioensayo, lo cual posteriormente ha mostrado ser cierto. 

embargo, durante la etapa de cambio y optimizaci6n de la técnica, se obtuvieron una serie 

>esultados err6ticos, que en proncipio condujeron a conclusiones falsas en nuestro traba¡o de 

ficación, y que incluso nos llevaron a perder material valioso por haber trabaiado con resul

,s falsos. a~ando nos percatamos de las incongruencias existentes en los registros fisiológicos, 

muestras que se comportaban muy reproduciblemente en la cromatograffa de alta presi6n, de-
º 

mos hacer una serie de pruebas para confirmar que el nuevo bioensayo estaba reportando da

Falsos. Esto se hizo preparando un extracto crudo fresco y mandando como control en diferen-
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.c,rridas, diversas diluciones de dicho material. En efecto se comprob6 que los datos no eran 

•stentes. 

-=inalmente, los datos empezaron a ser congrventes y a reproducirse correctamente, lo cual 

-:,enniti6 proseguir nuestro traba¡o con un mayor grado de confianza. 

)esgraciaclamente, en el tiempo que dur6 la optimizaci6n de la t6cnica en el sistema del 

-,receptor, y antes de que nos percat6ramos de los problemas por los que pasaba, se tomaron 

anas decisiones equivocadas con respecto a qu~ material se segura purificando, en algunos 

as, y en otros a descartar muestras que aparentemente habfan perdido su actividad biol6gica. 

:s por ello que durante la presentaci6n de los resultados algunos de ellos parecen contradic

-is. Sin embargo, se pudo volver a tener confiabilidad en el bioensayo y los últimos datos del 

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

for lo que respecta al Lote 2, ~ste se inici6 a partir de una preparaci6n que originalmente 

lbra extrafdo con el ob¡eto de purificar honnona neuroexcitadora. Dado que fa honnona neu

presora se separa de fa neuroexcitadora en el paso de purificaci6n de cromatograffa en Sepha

G-15, entonces es posible proseguir fa purificación de ambas hormonas por separado a partir 

mismo material inicial. El proceso de purificaci6n de ambas honnonas en fas etapas iniciales 

-!me¡ante, fa Onica diferencia importante es la adici6n de tiodiglicof al 0.1 %, que funciona 

o antioxidante, en el caso de la purificaci6n de hormona neuroexcitadora, dado que dicha 

,ona es 16bil a la oxidación. 

Por este motivo, se sometió al extracto a una nueva cromatograffa en Sephadex G-15, con 

1tenci6n de separar a la hormona del tiodi glico 1. Sin embargo, por el resul fado obtenido 

a electroforesis a pH 10.0 realizada posteriormente, se observó que aOn quedaban remanen

~el tiodiglicof Oo cual se reconoce por su comportamiento ante la tinci6n con cloro), que 

ban interaccionando con la hormona. Asf p.,,es, se decidió eliminar el tiodiglicol de la pre-
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-2ci6n sometiendo a ésta a una cromatografTa ascendente en papel, la cual por estudios ante

aes ( 34 ) habfa mostrado ser muy efectiva para conseguir dicho prop6sito. Con el ob¡eto de 

-!r en donde se encontrarfa la hormona ba¡o esas condiciones, se utiliz6 como patr6n una alr-

ta de HND de Procambarus bouvieri, purificada en nuestro 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 elimin6 el tiodiglicol se decidi6 proseguir la purificaci6n de la hormona por 

-ocios electroforeticos, hasta llegar a un estado ~zonable de pureza. 

En estas circunstancias, y sabiendo que todos los métodos empleados anteriormente, con ésta 

:,n 9tras preparaciones, no eran capaces de proporcionar una muestra completamente pura y 

-1ogénea, se decidi6 hacer el intento de finalizar la purificaci6n mediante la técnica de cro-

-ografia lfquida de alta presi6n, la cual es una herramienta que proporciona grandes posibili-

es para este tipo de traba¡o. 

Los primeros pasos en este sentido implicaron la búsqueda de condiciones que permitieran la 

::1raci6n de la hormona, así como su identificación en el nuevo sistema, de manera que una 

: encontradas, se pudieran emplear en forma preparativa, con el objeto de purificar todo el 

erial que se tenia. Así, se iniciaron una serie de experimentos a nivel analftico, en donde 

la fracción separada se analizaba posteriormente por bioensayo para localizar la actividad 

lógica. 

Las primeras condiciones ensayadas fueron las del programa A, en donde se utilizaba un 

diente d~ c:icetonitrilo. Bajo estas condiciones la actividad se encontr6 repartida en los dos 

neros picos·, como lo indica la figura ( 33 ). Los mismos resultados se encontraron con las 

1diciones del programa B (v~ase la figura 34) en donde también se utilizaba un gradiente de 

tonitrilo. Sin embargo, en esa serie de experimentos no se pudo atribuir con certeza a cual 

los dos picos se debía la actividad biológica. 
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Por ello se siguieron probando otras condiciones, como fueron las del programa C, en donde 

,1tiliz6 una mezcla isocr6tica de metanol al 50 % en agua, con 6cido trifluoroacStico (TFA) 

4M. En estas condiciones se observó una me¡orra en la resoluci6n de los picos, sin embargo 

~poco fue posible asignar con certeza a cual se debfa la actividad de HND, ya que en varios 

erimentos se obtuvieron diferentes resultados, cómo lo indica la figura ( 35 ). 

En funci6n de estos resultados, y dado que los reportes de los bioensayos se tomaban confu-

pues en ocasiones se detectaba actividad en varios picos en una sola corrida, se pens6 que 

vez se esclarecerfa el problema si se cromatografiaban cantidades mayores de material, de 

1era que se pudiera obtener un resultado m6s concluyente. 

Asr, se utiliz6 el programa D, que implicaba un gradiente de metanol y la adici6n de TFA 

M, que se habfa visto que parecfa me¡orar la resoluci6n, empleando mayor cantidad de mues-

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

En esta ocasi6n el bioensayo indic6 que la activi.dad se retenfa en la columna, y que elufa 

,a concentraci6n de 45% de metanol. Este resultado se repiti6 en otras ocasiones, aunque 

lodas maneras en algunas fracciones se reportaba un poco de actividad, pero no tan impor

e como la de dicho pico. 

En estas circunstancias conclufmos que estas condiciones eran favorables, y por ello se cleci

seguir traba¡ando con metanol, TFA 5 mM. Se decidi6 hacer el sistema en forma preparativa 

:ara ello se modific6 el programa D de manera que quedaran las condiciones expresas en el 

1rama 1 • 

En estas nuevas condiciones se empez6 a purificar el material del Lote 2, observándose un 

'il muy reproducible en todas las corridas, que implicaba que la muestra se podTa separar en 

os componentes, y que era posible por este m&fodo, conseguir que la HND se encontrara 
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IEn dos ocasiones se hizo el bioensayo de las fracciones eluf das, y la actividad apareci6 en 

lico que eluye entre 75 - 80 % de metanol. En vista de la reproducibilidad del sistema, no 

111Viaron m6s muestras a bioensa}'O y se sigui6 colectando esa fracci6n, que siempre apareci6 

-,s cromatogramas, hasta terminar de cromatografiar todo el lote. 

·Cuando se reunieron y concentraron dichas fracciones, se les hizo una determinaci6n de acti

;d fisiol6gica por bioensayo, y se report6 qu en dicha muestra no habfa actividad neurodepre

• Se repiti6 varias veces el bioensayo con el mismo resultado. Estos experimentos fueron he-

; en la época en que ·se cambi6 la ~cnica de bioensayo, y es muy probable que los resultams 

,nidos se hayan visto afectados por los problemas que se mencionaron anterionnente (pag. 138}. 

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

-omportamiento de los extractos de hormona, ba¡o las condiciones empleadas, de manera que 

,maron, posteriormente, como base para la purificaci6n de otros lotes de hormona. 

Con respecto al Lote 3, éste consisti6 de 9000 t .o. que se purificaron inicialmente en forma 

lar a los lotes anteriores. Después de la etapa de cromatografl'a en Sephadex G-15, el lote 

=ividi6 en tres fracciones: 1, 11, y 111, con el fin de ensayar nuevas posibilidades en el proce

iento de purificaci6n. 

La fracci6n I inicialmente se someti6 al proceso electroforetico ya conocido. El extracto ob

do se aplic6 a una cromatograffa en Bio-Gel P-2 con la intenci6n de fraccionar en lo posible 

10 extracto, ya que este gel tiene una mayor resoluci6n para moléculas peq,eñas que el Se

dex G-15. El flujo utilizado fue muy bajo, con el objeto de permitir que cualquier separaci6n 

ble se mantuviera a lo largo de la corrida. Como se observa en la figura ( 39 }, en efecto 

btuvo separaci6n de la HND de otros contaminantes presentes en el extracto. 

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

coincidra con la actividad biol6gica, dando la impresi6n de tener la preparaci6n en condi-

r,es muy homogéneas • 
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El siguiente paso fue realizar cromatografras de al ta presi6n con esta soluci6n tan purificada, 

111.Jiendo las condiciones del programa 1, que se habTan encontrado en los experimentos con el 

~ 2. 

En esta ocasi6n aGn est6bamos atribuyendo la actividad biol6gica al pico que eluye entre 

- 80% de metanol, ba¡o las condiciones indicadas. Sin embargo, al cromatografiar una alr

·>ta de esta nueva fracci6n purificada, lo primero que se observ6 es que dicho pico no apare

, en el cromatogtama. Por lo tanto se decidi6 ver si habfa actividad biol6gica en el exfTacto 

cromatografiado, y el resultado fue positivo. 

De hecho, este fue el experimento que nos hizo dudar de los resultados del nuevo bioensayo. 

· lo tanto se decidi6 que el resto de las cromatografTas de esta fracci6n se recolectarfan por 

-ques, de manera que no perdi,ramos nada de material y con el fin de ubicar en fonna r6pida 

.zona del cromatograma en donde se hallara la hormona, y observar si se confirmaban o no los 

Jitados obtenidos anterionnente. Los primeros experimentos realizados asr indicaron que la 

ividad aparecra 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 report6 siempre fue muy ba¡a, y aún los 
e 

,troles no salfan en la forma debida. Nuevamente, esta serie de corridas se vió afectada por 

resultados err6ticos del bioensayo durante aquella etapa. 

La fracci6n II de este mismo lote se traba¡& en forma diferente a la anterior. Primeramente 

K>meti6 el material a una cromatografra en Bio-Gel P-2, y también en este caso se separó 

:i hormona de la mayor parte de contaminantes que estaban con ella. Luego se hizo el fTata

nto elelctrofo~tico a los cuatro diferentes pHs y finalmente el extracto salido de ahf se re

matografi6 en Bio-Gel P-2 .. 

Si se compara la eficacia de los tratamientos efectuados hasta esta etapa en estas fracciones, 

)uede concluir que la fracci6n I qued6 en un mayor estado de pureza que la fracción 11. Esta 

.clusi6n se ve apoyada también por los cromatogramas obtenidos en las cromatograffas de alta 
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si6n realizadas con .la fracci6n 11, en donde se ve que el número de contaminantes fue mayor. 

,cuanto a la posici6n de la actividad biol6gica en este material, con las condiciones del pro

ma 1, los resultados fueron completamente confusos, ya que se encontr6 actividad, como lo 

:ica la figura ( 45 ), en h'es de los cuatro bloques recogidos. 

Una vez más, estos experimentos fueron hechos durante la Spoca de cambio del bio'9nsayo. 

Durante esta serie de experimentos fue cuando se confirm6 que el bioensayo no funcionaba 

:ectamente, y por lo tanto se decidi6 checarlo en forma exhaustiva, con el ob¡eto de no se

~ perdiendo material y de poder llegar a conclusiones definitivas. 

En estas circunsatancias se decidi6 probar si la cromatograffa lrquida de alta presi6n funcio

.a en forma confiable y reproducible con ~xtractos en un estado de menor pureza que los que 

,abran empleado hasta la fecha. Dado que este sistema permite la resoluci6n de las muestras 

-iempos cortos, se podrfa intentar purificar a los extractos en forma m6s r6pida, evitando con 

largos procesos de purificaci6n en donde la actividad biol6gica 'podña sufrir más percances. 

)e esta forma se traba¡6 a la fracci6n III del Lote 3 bajo las condiciones del programa 1. Los 

fados, que se ilustran en la figura ( 46 ) mostraron con claridad que la actividad neurodepre-

....elufa en el bloque 1, correspondiente a la zona de 10 - 50% del gradiente de metanol. Por 

...,.imera se encontr6 que la mayor parte de los resul fados eran reproducibles. 

1r lo tanto se decidi6 volver a someter a esa fracci6n ba¡o las mismas condiciones, pero 

con la intenci6n de colectar cada pico que apareciera en el cromatograma, para ver si se 

-:Jsociar la actividad a un pico en especial. En efecto, como se muestra en la figura ( 48 ), 

tidad neurodepresora apareci6 en todos los casos en el primer pico que elufa en el croma

l, mostrando siempre una actividad muy clara. Además en esta serie de corridas no se ob-
' 

:::tividad en ninguna otra fracci6n. 

otra parte, este primer pico mostr6 la presencia de una gran cantidad de sales, como se 



-145-

-:ion6 en la p6gina 96, por flamometrra. La mayor cantidad de ellas fueron sales de sodio, 

11ue tambi,n se detect6 potasio en forma importante. Sin embargo, los c61culos realizados en 

a los datos obtenidos mostraron que la concentraci6n final de estos iones en la soluci6n amor

-ldora en que se diluyen las alrcuotas enviadas a bioensayo, se mantenra muy cercana a la 

~nal, y que, por controles realizados, no afectaban el desarrollo del bioensayo. 

los experimentos realizados a nivel analrtico en HPLC despu&s del paso .de purificaci6n an

_,r mostraron que se tenra a un pico con actividad biol6gica, contaminado con una fracci6n 

:>r que elura muy cercana a &I. 

-Por lo tanto~ se probaron otras condiciones, las del programa 4, en donde se mantiene un la-·· 

., con H20, TFA 5 mM, pH 3.0, Onicamente durante 15 minutos y luego se empieza el gra

,te de metanol, en forma muy lenta hasta alcanzar un 15% y luego se sube hasta 50%. Como 

•bserva en la figura ( 50) ambos picos e luyeron totalmente en la zona de lavado con agua, 

,ual habla de su gran hidrofilicidad y de que no son retenidos en la columna pr6cticamente 

-l. 

Con estos resul fados se concluy6 que las condiciones del programa 1, en donde se emplea un 

diente de metanol de 10 - 100% funcionan muy bien para eliminar a la mayorra de los contami

tes que se encuentran presentes en el extracto salido de Sephadex, pero que son ·insuficientes 

oJ retener a la hormona o separarla completamente del contaminante remanente. 

Por lo tanto, se decidi6 probar las condiciones del programa 5, empleando como eluyente 

:amente agua, sin adicionar TFA. Este cambio elevarra el pH de 3.0 a 5.0 y con ello se pre

U6 determinar si ba¡o las nuevas condiciones de pH se podrran favorecer un poco las interac-

1es con la columna y ver si alguno de los dos picos se podrran retener un poco m6s, de mane

jue existiera mejor separaci6n. El resultado, que se muestra en la figura ( 51 ), indic6 que 

resoluci6n no me¡oraba, y aún m6s que ambos picos eluran juntos, perdiendo la poca separa

, que se habra obtenido en condiciones 6cidas. 
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ie prob6 entonces una nueva columna de fase reversa, pensando que la anterior podrra estar 

iriorada por todo el uso que se le habra dado, y que tal vez una columna nueva podrra pro

&onar una me¡or resoluci6n. Asf pues se wlvi6 a utilizar agua+ TFA 5 mMm pH 3.0 como 

-ente ba¡o las condiciones del programa 5, y como se mostr6 en la figura (52) la resoluci6n 

e¡or6. 

íambién se intentó separar m6s a e-stas dos fracciones utilizando una mayor longitud de fase 

"SCJ1 para lo cual se unieron dos columna de Ultrasphere-ODS, dando unas dimensiones cro

gf6ficas de 4.6 x 500 mm. En este caso se observó ligeramente una mayor separaci6n, pero 

fnguna manera algo definitiw. Sin embargo, estos expeñmentos ba¡o las condiciones del pro

,a 7, mostraron que ambos picos parecran estar formados por varios componentes, ya que mos

,n asfmetrias e incluso la presencia de "hombros". En vista de estos resultados se decidi6 co

oJr por separado cada una de las fracciones visibles en cuatro porciones. Por bioensqyo se 

,nin6 que la totalidad de la actividad biol6gica se encontraba en el pico 1 • 

. ;e probaron también las condiciones del programa 5, pero eluyendo con una mezcla isocrá

de acetonitrilo al 5% en acetato de amonio 10 mM, pH 7.5, para ver el comportamiento de 

alfcuota del pico 1. El resultado (figura 54) mostró un solo pico y en él la actividad biol6-

• Por este an61isis la HND parecfa'encontrarse finalmente pura. Sin embargo, cuando se 

tmatografi6 dicha fracci6n nuevamente en condiciones 6cidas, se observó que el material 

tsdoblaba otra vez en dos fracciones, lo que indicaba que el resultado obtenido a pH 7 .5 

'O m6s que un artificio. 

)tra vez, se decidi6 cromatografiar al pico 1 ba¡o 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, 

:ontenfa la actividad biol6gica, debería encontrarse prácticamente libre del contaminante B. 
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Cuanclo se hicieron las cromatografl'as analrticas de 20 y 50 t.o. se observ6, con gran sor

-sa, que el contaminante B segura apareciendo. Tatnbi,n se observ6 que su tamarao no varia

en comparaciSn con el pico A que sr lo hacra en funci6n de la cantidad analizada. Esto 

hizo pensar que tal vez el contaminante B era un contaminante a¡eno a la preparaci6n y que 

frblemente se estaba introduciendo en alguna parte del procedimiento. Se hicieron los contro

adecuados y se observ6 que en efecto la soluci6n utilizada para siliconizar los tubos en los 

-fles se recogfan las mueshas moshaban contaminantes que coincidfan, uno, con una distorsi6n 

-ervada en el pico A, y otro, en la posici6n del contaminante B. 

En dunci6n ·de estos resul fados se pens6 que el contaminante observado era un producto de de

·daci6n del material utilizado para siliconizar. Por lo tanto, se decidi6 volver a separar ambcs 

os bajo l~s mismas condiciones, pero ahora colectando en tubos de polipropileno que no nece-

4n ser siliconizados. Eso podrfa solucionar el problema. 

Sin embargo, despuGs de haber realizado la separaci6n, al observar a nivel analTtico el esta

de pureza de la preparaci6n, nuevamente se encontr6 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 fracci6n inactiva de la fracci6n que mantiene la actividad. 

l forma de comprobar esa hip6tesis serra realizando un an61isis de composici6n de amino6cicbs 

pico By ver, primero si se encuentran amino6cid~s, y segundo, en caso positivo ver si la 

1posici6n es similar a la del pico A o diferente. 

En caso de que no hubiera amino6cidos en esa fracci6n, entonces no molestarra para el tra

o de secuenciaci6n y se podrTa concluir, despu&s de realizar varios criterios de pureza, que 

preparaci6n ya está lista para proseguir los estudios de estructura. Eso mismo se concluiña 

a composici6n de amino6cidos fuera similar para el pico A y B. 

Sin embargo, si la composici6n fuera diferente en ambos picos, entonces se deberra cambiar 
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-ictica y proseguir la purificación empleando otro tipo de columnas en la cromatografra de 

presión, dado que las posibilidades de la fase reversa han sido pr6cticamente agotadas con 

preparación. 

:I pr6ximo tipo de columnas que se utilizar6n son las que presentan grupos polares unidos a 

:atriz de snice, como son el -CN '/ el -NH2, de manera que se puedan usar en cromatogra-

-le fase nonnal. Es muy probable que la honnona sr sea retenida en esas columnas dado que 

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

.as, ese serra el siguiente y, probablemente, último paso de purificación de la honnona neu-

,presora. 

~n cuanto al Lote 4, se empez6 a preparar utilizando en principio el m,todo tradicional. Se 

dió separarlo en dos fracciones en la etapa de extracto crudo: A y B, correspondientes a 

•) t .o. cada una • 

i\provechando el conocimiento y la experiencia adquiridos con las preparaciones anteriores se 

116 alcanzar un grado de purificación de la HND en el menor tiempo posible. 

11.a fracción A se sometió a los pasos de cromatografra en Sephadex G-25 fino y Sephadex 

5. Una vez eliminados una gran masa de contaminantes por estos medios se decidió proseguir 

Jrificación directamente en cromatografra de alta presión, con las condiciones del programa 

,1 igual que sucedió con la fracción III del Lote 3, la actividad neurodepresora eluyó en el 

-er pico, y ,ste se pudo separar de la mayorfa de los contaminantes que se retienen en la co

'ICI y que únicamente se desprenden al ir aumentando la concentración de metanol en el gra-

fe. 

De esta fonna, cont6bamos ya con una preparación sumamente enriquecida con HND, pero 

ionde fodavra existfan contaminantes. Al igual que se observó con la fracción III del Lote 3, 

fracción tambi,n contenra una gran cantidad de sales. Por lo tanto se decidió desalificarla, 
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-,vechando para ello el conocimiento de que la HND es sumamente soluble en metanol. Como 

ndic6, el bioensayo revel6 que en efecto se habra recuperado toda la actividad biol6gica 

->uls de haber extrardo exhaustiwmente con metanol. Este paso funcion6 perfectamente y se 

lieron eliminar las sales que contaminaban a la preparaci6n. 

El siguiente paso consisti6 en fraccionar a este extracto nuevamente en la columna de fase 

-ersa, ba¡o las condiciones del programa 5. Como se ilustr6 en la figura ( 67 ), la muestra se 

-:ar6 en cinco fracciones que fueron colectadas por separado. La actividad en este caso se pre-

'Ó en la fracci6n ó en fonna mayoritaria, y un .poco en la fracci6n ~ • Por primera vez en

tramos una mayor retenci6n de la hormona en la columna de octadecilsilano, de manera que 

a hasta el minuto 9 - 1 O ba¡o las condiciones empleadas. Corno se puede observar en la mis-

1figura, la fracci6n ~ constituye una zona con muy ba¡a absorci6n. Debe tomarse en cuenta 

en estos experimentos el rango de absorbencia utilizado fue de 2.0 AUFS. 

Tambiln debemos indicar que en lodos los experimentos realizados en esta etapa se utilizaron 

tubos Eppendorf de polipropileno para recoger las fracciones, con la idea de eliminar por com

.:0 la posibilidad de introducir contaminantes provenientes del silic6n. 

Se vol-..ió a cromatografiar el pico ó ba¡o las mismas condiciones, variando Gnicamente el 

al de sensibilidad, esta vez a 0.1 AUFS y se obtuvo el panorama mostrado en la figura ( 68 ). 

,ioensayo revel6 que la actividad se repartTa en los picos 2, 3 y 4, que esf6n muy sobrepues-

correspondiendo su eluci6n nuevamente a unos 9 - 1 O minutos desde el momento de la inyec-

1. Estos datos confirmaron los resultados obtenidos en el experimento anterior y mostraron que 

iND puede ser ligeramente retenida en la columna de fase reversa, aunque de todas maneras sus · 

erfsticas hidrofMicas hacen que eluya de la columna Gnicamente con agua+ TFA 5 mM. 

Es importante en este punto señalar la diferencia de conducta de la hormona en este sistema 

ndo la Onica variable es el contenido de sales en la solución. Cuando existen sales en la so

ón de HND, &sta eluye alrededor de los 6 minutos despu&s de la inyección, pr6cticamente en 
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volumen de exclusi6n. Sin embargo, cuando se la ha desalificado, la hormona se retiene par

•lmente y eluye hasta el minuto 9 - 10. Estos datos podrfan sugerir una gran interacci6n enfTe 

•hormona y las sales, en donde probablemente se est6 formando una capa de solvataci6n que 

.,aa 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 m6s, de todas maneras la 

-e reversa no es capaz de separarla en un solo pico, puesto que la actividad se vi6 repartida 

el cromatograma. Estos datos sugieren que no es posible seguir utilizando a la fase reversa 

-no medio para conseguir una purificaci6n ulterior de esta fracci6n, y que ser6 necesario pro

. nuevas condiciones, con otras columnas, para conseguir el ob¡etiw deseado. 

De cualquier forma, las variaciones realizadas en el procesamiento de la fracci6n A del 

e 4 han conseguido llegar mucho más r6pidamente a una situaci6n en donde el ñnal se apre-

1 mucho m6s cercano, en condiciones en las cuales la hormona no tiene que ser sometida a 

-tos m&todos diferentes de puriñcaci6n, lo cual representa una ventaia en tiempo, por una 

·te, y por la otra, en que se evita un mayor mal trato a la preparaci6n. 

Por su parte, la fracci6n B del Lote 4 se empez6 a puriñcar por el procedimiento de Sephadex 

,25 fino. El extracto salido de esta etapa fue sometido a un nuevo experimento. Con el cono

iiiento adquirido del comportamiento de la hormona neurodepresora en la fase reversa, se de

i6 intentar un paso preparatiw que diera una gran separaci6n. Aprovechando el caracter 

,rofffico de la hormona y el caracter hidrofóbico de la mayor parte de los contaminantes, se 

:idi6 hacer una separaci6n gruesa de ambos. Para ello se utilizaron los cartuchos de Sep-Pak, 

! contienen el material de ocfadecilsilano y se equilibraron en agua + TFA 5 mM. En efecto, 

:omprob6 que la actividad neurodepresora eluia en el lavado con agua + TFA 5 mM, mientras 

~ la mayor parte de los contaminantes 6nicamente se desprendían en presencia de metanol. 
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esta forma, muy r6pida (puesto que el procedimiento no toma m6s de 15 minutos), se pudo 

-ener una fracción sumamente rica en HND. 

Dicha fracción se sometió entonces a la cromatografra de alta presión, ba¡o las condiciones 

programa 1. Como se ve en la figura ( 69 ), la cantidad de contaminantes hidrofóbicos dis-

1uy6 en ese extracto. Nuevamente la actividad eluy6 en el pico que aparece al principio 

cromatograma, reproduciendo los resultados que se habran obtenido anteriormente. 

El siguiente paso lógico a desam,llar con esta fracción ser6 el de cromatografiar una peque-

parte de esta preparación y observar que el resultado esperado en efecto aparezca, es decir 

e la actividaa se localice e_n el primer pico. Mientras que el resto de la preparación se some

S a tratamiento con metanol, para desalificarla, y al cromatografiarla nuevamente, ver si 

,ite la observación de que se retiene m6s en la columna. Si dicho fenómeno welve a observar

en esta forma, entonces quedar6 muy claro el efecto que las sales están e¡erciendo 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 

,rodepresora de los crustáceos. Aunque en estos momentos no contamos todavía con una prepa

,ión completamente pura para iniciar los traba¡os de elucidación de la estructura primaria, si 
I 

lemos decir que el final se siente ya muy cercano. 

Todo el traba¡o realizado nos ha dado la posibilidad de conocer en gran medida muchas de 

caracterñticas de la hormona, y su comportamiento en diferentes sistemas de puriñcación. 

función del conocimiento adquirido, lentamente, sobre ella, es posible ahora para nosotros 

poner caminos de purificación m6s sencillos y que en menos tiempo nos lleven a la consecu

n del ob¡etivo largamente deseado. 

Por supuesto, dichos esquemas no podrían haberse sugerido a priori. Ha sido necesario ensayar 
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-,les procedimientos y tomar diferentes alternativas, para que a posteriori estemos en la 

~6n de hacer dichas proposiciones. 

-::ibemos ahora de la existencia de sales en los extractos puñficados y de la influencia que 

otn e¡ercer sobre el comportamiento de la honnona en las columnas de fase reversa, por lo 

serfa deseable eliminarlas en los primeros pasos del procedimiento de purificaci6n. Esto 

ia lograrse extrayendo directamente con metanol, durante la obtenci6n del extracto total. 

~1 siguiente paso seña la separaci6n de las molGculas de mayor peso molecular de las peque

realizada por el mGtodo de di61isis, como se ha hecho hasta la fecha, o por precipitaci6n 

fCA al 15%, que se ha visto no destruye la actividad honnonal y proporciona un extracto 

~r al obtenido en la di61isis {datos no publicados). 

:n funci6n del volumen del extracto crudo obtenido, Gste podrfa, 6 no, semipurificarse en 

::romatograffa en Sephadex G-15, con la intenci6n de descartar una gran cantidad de ma

l contaminante • 

.a uti.lizaci6n de los cartuchos de Sep-Pak serfa el siguiente paso l6gico en este esquema, de 

-!ra que se eliminarTan en fonna mayoritaña a los contaminantes hidrof6bicos del extracto. 

;I extracto obtenido, a su vez, estaría. listo para traba¡arlo directamente en la cromatogra

fquida de alta presi6n con una columna de fase reversa, ba¡o las condiciones del programa 1, 

el fin de acabar de eliminar a los- contan inantes hidrof6bicos. 

!El probable paso final en la purificaci6n no lo pod~mos aún hacer tan categ6rico. Es necesa

·>robar las posibilidades de las columnas de alta presi6n que contienen grupos polares, como 

,CN y el -NH2, adosados a la matriz, para ver si en condiciones de cromatografía en fase 

,al, la honnona puede ser retenida en la columna y separarla en fonna definitiva del conta

Jnte que ha mostrado ser m6s persistente • 

El esquema propuesto presenta las venta¡as de que se podrían mane¡ar grandes cantidades de 
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1terial inicial; consta de relativamente pocos pasos de purificaci6n, lo que redundarfa en una 

ryor eficiencia en la recuperaci6n de la actividad total, )'O que esta se maltratarfa menos; y 

talmente, lo que es m6s importante, se tendrfa una preparaci6n homogSnea y completamente 

ra de honnona neurodepresora. 

El paso m& inmediato a seguir, sin embargo, es el de acabar de purificar la fracci6n III del 

e 3, y las fracciones A y B del Lote 4, que en con¡unto suman alrededor de 15000 t.o., me

rnte la cromatografl'a lfquida de alta presi6n en las columnas de fase nonnal y demostrar en 

ma inequfvoca que dichas fracciones se encuentren puras. 

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

,rodepresora de Penaeus vannamei (Boone ). 

, 
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