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RESUMEN

Con el [in de determinar el potencial uso de la prueba del Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) en el estudio de la
reproduccion de crustaceos, se estableci6 la técnica y probd su

eficiencia.

Se produjo un anticuerpo policlonal contra vitelogenina (vt)165 de
Macrobrachivm rosenbeggri Se probo la especificidad del anticuerpo
( (vt)) en ovarios y hemolinfa de hembras, y en hemolinfa de machos
Macrobracluvm rosenbergrr, mediante la técnica de inmunoblot.
Posteriormente, se establecieron los niveles de vitelogenina en la
hemolinfa durante el ciclo de maduracion, estandarizando el método

de ELISA.

Primeramente, el ELISA fue utilizado para determinar la variacidon en
los niveles de vitelogenina en la hemolinfa de hembras
Macrobraclium rosenbergir pre-vitelogénicas en un periodo de 48
horas. Los niveles de vitelogenina se mantuvieron dentro de los

niveles considerados pre-vitelogénicos (2.500 4.000 ug/ml).

La eficiencia del ELISA en la determinacion del estado de madurez
fue comparado con la observacion macroscopica. El 21,4% de los
casos determinados macroscopicamente mostraron niveles superiores a
4.000 pg de vitelogenina/ml, los cuales son considerados como

estadios vitelogénicos.



Posteriormente, el método fue utilizado para verificar el efecto de una
inyeccion de 6.8 ng de farnesoato de metilo (potencial estimulante de
la maduracion) sobre los niveles de vitelogenina en hembras pre
vitelogeénicas Macrobrachivm rosenbergis No se observd una
variacion anormal en los niveles de vitelogenina de la hemolinfa,

durante las 48 horas posteriores al tratamiento.
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INTRODUCCION

La Onica técnica utilizada para inducir la maduracion precoz de
crustaceos es la ablacion del pedunculo ocular. Esta técnica compromete
la extirpacion de drganos neurosecretores (glandula sinusal, meédula
terminalis y organo-x) localizados en el pedinculo ocular, los cuales, a
mas de estar implicados en la inhibicion de la maduracion, juegan un
papel importante en la fisiologia y procesos metabolicos del camaron
(muda, adaptacion cromatica, metabolismo de glicogeno y lipidos,
balance 16nico, muda, crecimiento, regeneracion, entre otros (Beltz,
1988). Por ende, la ablacion del pedunculo ocular resulta en un
desbalance hormonal y fisiologico. Igualmente, el animal sufre un
desgaste energélico debido a la incapacidad de detener el proceso de
maduracion. Las consecuencias de éstos estados son el deterioro de la
capacidad reproductiva de la hembra, disminucion en calidad y namero
de nauplios y la necesidad de renovacion del plantel de animales luego de

cierto tiempo (90 dias).

Es evidente que resulta necesario hallar otro método de induccién a la
maduracién que no comprometa la integridad del animal y que nos
permita tener un control sobre la calidad, numero, y ttempo de
maduracion desove. Este objetivo supone una manipulacion a nivel

endocrino, campo que atn no ha sido develado completamente.



Con el fin de controlar y manipular la vitelogénesis es necesario
primeramente, conocer los mecanismos involucrados en su inicio,
desarrollo y terminacion. Adn despues de tres décadas de investigacion
en la maduracion de camarones, y de una década y media de trabajo, el

conocimiento de la reproduccion es ain limitado (Ogle, 1992).

Con la introduccion de técnicas inmunoquimicas humanas adaptadas al
estudio de camarones, se ha abierto la puerta a un sinnumero de
metodologias con gran potencial investigativo. Una de estas técnicas es
el ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), el cual utiliza
anticuerpos marcados para la identificacion y cuantificacion de antigenos
(bacterias, virus, proteinas). Es un método especifico, sensible y
confiable que requiere de poco equipo, y cuyos reactivos criticos se
encuentran ampliamente disponibles. En la actualidad esta técnica esta
siendo utilizada para el diagnéstico de enfermedades y estudios

relacionados a la fisiologia de camarones.

Los estudios hasta hoy realizados han sido orientados hacia la
comprension de la fisiologia de la maduracion. Se han logrado grandes
avances en el entendimiento de algunos aspectos basicos relacionados a 1a
vitelogénesis, pero ain no se ha podido encontrar un método que
sustituya a la ablacion. Una alternativa, es la utilizaciéon de factores
activos (sustancias estimulantes) con capacidad de inducir la maduracion:
estos serian suministrados (inyecciones, via alimento, implantes

subcutaneos) al animal segun los requerimientos de produccion.

Se conoce de la existencia de hormonas inhibidoras y estimuladoras pero

estas no han podido ser identificadas quimicamente ni tampoco su sitio

J

2

2



de produccion. Por otro lado, se han identificado algunas proteinas del
camarén que podrian cjercer alguna accion sobre la maduracion, pero

no sce ha dilucidado aun su funcion especitica.

Estudios comparativos entre insectos y crustdceos han demostrado que
existen similitudes endocrinoldgicas entre estas dos clases (ej.: los
ccdysteroides en ambos estan involucrados en la muda). Las hormonas
juveniles juegan un importante papel en la reproduccion de los insectos.
Los crustidceos presentan en su hemolinfa un producto similar en
estructura a las hormonas juveniles de los insectos, llamado farnesoato
de metilo (FM) (Schneiderman y Gilbert, 1958). Este producto se

presenta como potencial estimulante del ciclo vitelogénico.

Este trabajo tiene como objetivo verificar la eficiencia de una téenica de
inmunodiagnosis (ELISA) en la bisqueda de la comprension de la
fisiologia por medio de la determinacion del efecto de una inyeccion de
farncsoato de metilo sobre los niveles de vitelogenina en la hemolinfa de

hembras previtelogénicas de Macrobrachium rosenbergii.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Ensayo Inmunoenzimatico (ELISA)

El Ensayo Inmunoenzimatico es un procedimiento de
inmunodeteccién cuantitativo y cualitativo utilizado con éxito en
la investigacion. Tn acuicultura ha sido aplicado para la
inmunodeteccion de patégenos (moluscos y crustaceos) y en
estudios endocrinologicos (crustaceos) para la identificacion y
cuantificacion de vitelogenina (Derelle er a2/, 1986:
Quackenbush, 1989a; Okumura ez #/, 1992), hormona
dispersante del pigmento negro (Quackenbush y Fingerman,

1985) y hormona hiperglicémica (Kallen y Meusy, 1989).

El método se basa en el uso de anticuerpos mono o policlonales,
los cuales pueden reconocer al antigeno de interés en una
mezcla no purificada de antigenos. El proceso de
determinacion involucra el uso de una serie de anticuerpos los
cuales forman un complejo de antigeno-anticuerpo. 1.

anticuerpo.2-enzima-sustrato.

En principio, el método de funcionamiento es el siguiente: la
mezcla de antigenos es adherida a una fase sélida (fondo de la

celda)(Ilig 1.1.a), ¢sta es luego blogqueada para evitar la
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a. Depésito de antigenos l ‘ AD

b. Blogqueo m N

No hay union. Se elimina

c. Adicion del primer [:ni "‘;}l(;(“(;lulpo I"O |1Igddu pot
7 moe ¢ 105 lavados.
anticuerpo A AR s

No hay union. Se climina
el anticuerpo no ligado por

d. Adicion del segundo .
medio de los lavados.

anticuerpo

il medio se colorea como
resultado de la reaccion entre
el sustrato agregado y la enzima

e. Adicion del sustrato

Figura 1.1. Descripcionsecuencial del procedimiento de ELISA.

adhesion directa del primer anticuerpo a la celda (Fig 1.1.b);
posteriormente se adiciona el anticuerpo que reconoce al
antigeno de interés (primer anticuerpo) (Fig 1.1.c). Un
segundo anticuerpo marcado (ligado con una enzima) es

agregado y éste reconocera al primer anticuerpo (Fig 1.1.d).



Finalmente un sustrato se agrega a la celda (Fig 1.1.¢). La
reaccion entre la enzima y el sustrato resulta en un cambio de
color. La intensidad del color (grado de reacci6n) es
directamente proporcional a la cantidad del antigeno en la
celda. Laintensidad del color es leida en un espectrofotometro,
obteniendo resultados en unidades de densidad optica. Los
resultados son interpolados en la curva de estandarizacion, la

cual ha sido sujeta al mismo proceso que las muestras.

El ELISA ha demostrado ser una herramienta efectiva en la
investigacion endocrinolégica debido a su sensibilidad en la
determinacion de concentraciones muy pequenas de la sustancia
de interés. Adicionalmente, es un método que no requiere de
grandes cantidades de muestra ni reactivos, ademas de no

utilizar materiales radioactivos (Derelle era/, 1986).

1.1.1. Anticuerpos

Los anticuerpos son proteinas formadas por un huésped
frente a un agente extraiio en su cuerpo; estas proteinas
circulan por la sangre y tienen la capacidad de ligarse

especificamente al antigeno que los formo.

Estructuralmente, estan conformados por cuatro cadenas
de polipeptidos; dos copias idénticas de cadena pesada y dos
copias idénticas de cadena ligera, otorgandole una

configuracion en “Y". Los anticuerpos se dividen segun el



nomero de unidades “Y" que contenga y el tipo de cadena
polipeptidica. El anticuerpo tipo IgG es aquel que solo
presenta una umidad “Y” y es el mas abundante en el

plasma.

Los IgG tienen una porcidon constante formada por dos
cadenas peptlidicas pesadas, y dos porciones variables
formadas por una cadena ligera y una pesada (Figura 1.2.).
La region variable es el sitio donde se ligara el antigeno a

ser reconocido.

Antigeno

Cadenas ligeras

Cadena pesada

Figura 1.2. Configuracion de una molécula del anticuerpo 1gG.

La produccion de anticuerpos es el resultado de la puesta
en marcha del mecanismo de defensa de organismos
superiores o de inmunizaciones con agentes extranos.
Segun la especificidad del anticuerpo podemos tener

policlonales y monoclonales.
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Los anticuerpos policlonales son el resultado de repetidas
inmunizaciones (“boosters”) con un mismo antigeno; luego
de lo cual el plasma sanguineo contendra anticuerpos

contra ese antigeno.

Los anticuerpos policlonales son la consecuencia de la
fusion de una célula inmortal (célula cancerosa)
denominada mieloma, con células que porten el anticuerpo
de nuestro interés. El resultado son células (hibridomas)
que producen indefinidamente el anticuerpo en cultivos zz

Frira

1.2. Generalidades de la Vitelogénesis

L.a maduracion en los crustaceos es un proceso que involucra
una serie de estadios, los cuales han sido divididos en: Oogénesis
(formacion mitédtica de los oocitos a partir del epitelio germinal
del ovario; esta formacion es continua a lo largo de la vida
reproductiva de la hembra); vitelogenesis primaria (formacion
y lenta acumulacion de proteinas de yema dentro de los
oocitos); vitelogénesis secundaria (caracterizada por una
deposicion masiva de proteinas de yema acompanada de un
incremento en el tamano de los huevos), el proceso linalmente

culmina con el desove.

La vitelogénesis per se agrupa a la vitelogénesis primaria y
secundaria, y puede ser definida como el estadio de acumulacion

de proteinas de yema en el ovario. Las proteinas de yema son
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el principal constituyente de oocitos maduros, y esta compuesta
por proteinas, lipidos, azlcares y esteroides (Wallace er a/,
1967, Adiyodi, 1985). Su funcidn es la de proveer al embrion,
durante su metamorfosis embridnica, de un medio de sustento 7
independiente del organismo maternal (Adiyodi vy

Subramontam, [983).

El mayor componente de las proteinas de yema es la "vitelina"
(vt). La vt es una lipoproteina de alta densidad, formada por
liptdos (principalmente losfolipidos), carbohidratos, carotenidos
(responsables de la coloracion) (Wallace er @/, 1967) y de
pequenas cantidades de proteinas, colesterol y triglicéridos. El
origen de la vt es en algunas especies intra-oocitico y en otras
puede ademas existir una fuente extra oocitica en forma de
precursor. Se ha demostrado que la vt es sintetizada en el
ovario de Uca pyeriator(Eastman-Reks y Fingerman, 1985),
Homarvs amerrcanus (Dehn er al, 1983), Penacuvs japornicus
(Yano y Chinzet 1987), Fenacus vannamers (Quackenbush,
1989a, 1992), Pepacus semmrsulcatus (Browdy e al, 1990;
Shafic er af, 1992), craylish Frocambarus clarker (Lot y
O'Connor, 1976) y del cangrejo Fachigrapsus crassipes (l.ut y
O'Connor, 1977).

La vitelogenina (vg) es una proteina especifica de hembras, la
cual ha sido identificada en la hemolinfa de crustaceos durante
la vitelogénesis y ausente en hembras inmaduras y machos

(Kerr, 1969; Wolin e a/, 1973; Fylee y O'Connor, 1974,
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Ferrero ecal, 1983: Tom eral 1987; Nelson era/, 1988; Lec
y Puppione, 1988; Quackenbush, 1989a, 1989b). Es
inmunoquimicamente igual a la wvitelina.  lista evidencia
suguiere una relacion entre las dos moléculas y propone a la vg
como la fuente extra-ovarica de vitelina (Wallace era/, 1967;
Kerr, 1969; Meusy era/, 1983; Durliat, 1984). Una prueba
adicional de la contribucidon externa de vt al ovario es la
actividad micropinocitica que puede ser observada en la
membrana de los oocitos durante la maduracion ovarica (Hinsch

y Cone, 1969; Wollin eral, 1973).

La vitelogenina es transportada via hemolinfa al ovario para ser
captada por los oocitos en desarrollo (micropinocitosis).
Potenciales productores de vg son el hepatopancreas
(Quackenbush, 19890), tejido adiposo (Tom oz a4/, 1987) y los

hemocitos (Kerr, 1969).

1.2.1. Niveles de vitelogenina en la hemolinfa

Una vez que la vitelogenina fue identificada y propuesta
como potencial precursor de la vitelina, se inici0 el estudio

de los niveles de vg en la hemolinfa.

Se han desatrrollado algunos métodos para la identificacion
y cuantificacion de vitelina y vitelogenina, tales como el
Radio inmunoensayo, Rastreo de Electroforetograma

(Byard y Aiken, 1984) Imnunocnsayo [nzimatico
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(ELISA) y Rocket Inmunoelectroforesis (Shafir er a/,
1992).

Los niveles circulantes de vitelogenina medidos hasta el
momento

en algunos crustaceos se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1 Niveles de vitelogenina en la hemolinfa (ng/ml) en algunas
especies de crustaceos.

Ispeae min. MEX. Ruforonaa
Macrobrachium rosenbergrr < 100 10.000 - 15.000  Derelle era/, 1986
< 10 10.000 Okumura era/, 1992
Penacus semsulcal us 50 439 Shaflir eral. 1989
llomarus amerrcanuy - 100 10.000 - 12.000 Byard v Aiken, 1984
Callinectes saprdus 0 4.100 1 2.000 TeeyPuppione, 1988

La concentracion de vg en la hemolinfa no es constante
durante la vida de la hembra. Hembras inmaduras no
presentan vg en su hemolinfa. La concentracion de vg en
la hemolinfa esta directamente correlacionada con el ciclo
de vitelogénesis; niveles bajos o no detectables se presentan
en la post muda, incrementandose a medida que la hembra
madura. La vg alcanza su nivel maximo antes que el
oocito alcance su maximo desarrollo (Quackenbush,

1989a); luego del desove los niveles retornan a cero.
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1.3. Procesos Hormonales que regulan la Vitelogénesis

La vitelogénesis en los decapodos involucra dos fases,
vitelogénesis primaria y secundaria. La oogénesis (formacion
de oocitos en forma mitética) y la vitelogénesis primaria
(produccion endogena de vitelina) son procesos continuos desde
que el animal alcanza la madurez sexual y estan parcialmente
regulados por el sistema endocrino (Van Herp, 1992). la
vitelogenesis secundaria ocurre durante la fase de maduracion y
su regulacion esta directamente afectada por el sistema

%

endocrino.

Organo post
comisurul

Organos Ganglio
Ganglio tordaxico  pericardios comisural

K / Cerebro

Organo Y

Ganglio supracsofagico Gilandula sinusal
Raices Loraxicas

; Medul a terminal is-
secundarias

organo X

Figura 1.3. Organos que conforman el sistema endécrine en el camaron.
Tomado de Beltz, 1988,
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Los elementos que conforman el sistema endocrino de los
decapodos son: 1) el sistema neurosecretor, formado por el
complejo 6rgano x - glandula sinusal (pedinculo ocular),
células neurosecretoras del cerebro y sistema nervioso central,
organos post-comisurales y organos pericardios. 2) el érgano
Y, y 3) la glandula androgénica (solamente en machos)
(Adiyodi, 1985) (Figura 1.3). El sistema enddcrino controla
los cambios fisiologicos, morfolégicos y bioquimicos asociados,

entre otros, con los procesos de crecimiento y reproduccion.

La regulacion de la reproduccion es lograda a traves de
acciones antagonicas de algunos factores. La reproduccion y el
crecimiento son procesos alternados, cuya ocurrencia esta
determinada por la presencia o ausencia de hormonas
estimuladoras e inhibidoras especificas. Cuando los niveles de
la hormona inhibidora de la muda y la estimuladora de la
maduracion son bajos, y la hormona estimuladora de la muda e
inhibidora de la maduracién son altos, se da inicio al proceso de
muda somatica. Cuando las relaciones se invierten, ocurre la

maduracion.

La inhibicidon de la vitelogénesis es mediada por la presencia de
la hormona inhibidora de la gonada (I11G), la cual es producida
y almacenada en el pédunculo ocular; su accion fue descubierta
por Panouse (1943), quien demostré que la extirpacion del

pedt’mculo ocular resultaba en la maduracion precoz de los



25

ovarios. La HIG es sintetizada por la glandula sinusal y
almacenada en el 6rgano x para su posterior liberacion al
sistema circulatorio.  La 111G es responsable de la diapausa del
ciclo reproductivo; su modo de accion es aun desconocida. Se
ha demostrado que inhibe la unién de la vitelogenina a la
membrana de los oocitos (Jugan y Soyez, 1985) regulando de

esta manera la endocitosis oocitica (Schade y Schivers, 1980).

La existencia de una hormona estimuladora de la vitelogénesis
(HEV) ha sido propuesta. Las evidencias sugieren al ganglio
toraxico y al cerebro como fuentes de la HEV (Eastman Reks y
Fingerman, 1984; Adiyodi, 1985). La implantacion del ganglio
toraxico induce a la maduracion y desove de 72 rvannamer
(Yano e« a/, 1988). Lstudios recientes indican que en el
periodo de diapausa genital, extractos del ganglio toraxico de
hembras activas anulan el efecto de la HIV (Payen, 1986). Se ha
sugerido también al ovario como fuente de una hormona
estimuladora de la vitelogenina ovarica (Meusy y Charniaux

Cotton, 1984). El 6rgano mandibular y su producto de
secresion, farnesoato de metilo, han sido igualmente propuestos
como factores estimuladores de la maduracion (Laufer er a/,

1987; Landau ez a2/ 1989; Vogel y Borst, 1989). Los
mecanismos de accion hasta hoy conocidos se detallan en la

Figura 1.4,

A pesar de los estudios hasta hoy realizados, aun existen

muchas dudas por dilucidarse en la identificacion de las “rutas



26

hormonales” y en la “identificacion de los factores

involucrados en la maduracion”.

lr‘, f
"///l"“r :”J”
i
"f;{f:;fr':/éf"
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I

Glandula
sinusal

Cerebro

Ganglio
Toraxico

Owvario

Figura 1.4. Las principales glandulas endécrinas de crustaceos superiores
y sus tejidos objetivo involucrados en la reproduccion de hembras,  T.os
clfectos estimuladores estan indicados con lincas solidas y llechas.  las
interacciones inhibitorias estan indicadas con lineas entrecortadas y flechas.
LLas lineas entrecortadas con barras cruzadas representan la liberacion de
inhibicion como resultado de la ablacion del pedunculo ocular.  Modificado

de Lauler eraZ, 1993,



1.4. Farncsoato de Mectilo

Los “juvenile hormones” (HJ) son compuestos de origen
lipoprotéico que se encuentran presentes en los insectos y que
cumplen una funcién esencial en su crecimiento y reproduccion.
El farnesoato de metilo (IF'M) presente en los crustaceos, es la
forma no oxidada de la hormona juvenil de los inscctos, 11 1L
En 1958, Schneiderman y Gilbert dieron las primeras
indicaciones de que sustancias con actividad similar a las
hormonas juveniles (HJ) de los insectos existian en los
crustaceos. Basados en la similitud de la estructura quimica y
otros estudios comparativos con insectos se considero al I'M

como un factor potencial en la maduracion de los crustaceos.

En 1968, Le Roux describié el organo mandibular (OM) en
crustaceos, como un organo pareado con aspecto glandular
localizado en la base del tendon de cada mandibula (Figura 1.5).
Cultivos 7z vrt&ro de éste 6rgano resultaron en la secresion de
un producto similar a las hormonas juveniles en insectos, el
acido HJ III (Laufer esa/, 1987) y por lo tanto se concluye que

el OM es la fuente de FM en los crustaceos.

En 1980, Hinsch demostrd que implantes de éste organo en
hembras inmaduras Zsbrnza emarginata promovia el desarcrollo
de los ovarios, a mas de observar actividad micropinocitica en
los oocitos asi como un aumento en la actividad de los

organelos.
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Organo
Mandibular

Figura 1.5, Localizacion del organo mandibular en la mandibula del
Macrobrachirun rosenterprr. Dibujo a partir de un macho disectado

(90 g). Tomado deSagi ezl 1991,

1.4.1. Efecto de [a ablacion del pedinculo ocular sobre el Organo
Mandibular

La ablacion del pedunculo ocular tiene un efecto
estimulador en la tasa de sintesis de FM y afecta la
estructura y dimension del OM (Le Roux, 1983; Laufer e
al, 1986; Borst ecal, 1987; 1988; Landau o7 2/, 1989;
Tsukimura y Borst, 1992; Borst y Laufer, 1990;
Tsukimura er 2/, 1993). Basados en los resultados

realizados, existe una correlacton entre la ablacion ocular y



29

el incremento de compuestos FM en la hemolinfa y OM,

sugiriendo un papel regulador de algun factor del

pc(luncuio ocular sobre la sintests de estos compuestos,

Este hecho refuerza el rol propuesto para el FM como

factor involucrado en la maduracion.

El FM sintetizado por el OM es liberando a la hemolinfa

(Laufer era/, 1986; Tobe eral, 1989; Sagi er 2/, 1991).

La presencia de FM en hemolinfa de crustaceos ha sido

extensivamente confirmado (Laufer or a/, 1987; Borst y

Tsukimura, 1992; Borst eza/, 1988) (Tabla 1I).

Tabla II Niveles de FM en la hemolinfa (ng/m!) en algunas especies de crustaceos.

Fspeae min. max. Promedio Reerenaa
nginl
Macrobrachium roseabergrs
hembra 24 1131 Sagi cral 1991
macho 1734 9.3 Sagi eral 1991
Libiniacmang mata
hembra 11 Lauler cral, 1987
0.4 65 93 1 3.9  Bosty'Tsukimura, 1992
macho 24 lLaufer exa/, 1987
0.4 104 175 v 3.6  BostyTsukimura, 1992
[lomarus amercranyy
hembra 0.4 4 Borsty Tsukimura, 1992
macho 0.5 21 Borsty Tsukimura, 1992

Scyvllaserrala
macho

Tobe cra/, 1989

La tasa de sintesis de FM por parte del OM esta

aparentemente relacionada con el estadio 1‘cpmcluctiv0

(Laufer eral, 1987; 1993; Borst eral, 1987).
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1.5, Aspectos Genevales Macrobrachinom rosenbergii
i li,

B camaron grgante de vio Macrobrachivom rosenbergii,  ex
nattvo de faorecton Indo-Pacifica Fsoun camaron
comuercialmente producido en tos parses onentales v de gran
tmportancia cconomic. Actualmente ha sido introducida on
varios paises del ocaidente con objetivos comerciales. Pudiendo
alcanzar un peso entee 230 - 300 gramos dependiendo del seno

(Frigura 1.6),
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1 Purificacion de vitelina y produccion de un anticuerpo policlonal
conira vitelogenina

Como fuente para la produccion de un anticuerpo contra
vitelogenina se utilizd el ovario maduro de Alacrobrachivm
rosenbergr; el cual fue disectado, enjuagado en PBSM (PBS
ajustado a la osmolaridad de A7 rosenbergrragregando 316 g de
NaCl por litro) y homogenizado en buffer frio (0°C) de
carbonatode sodio (0,1 M NaxCOs) con un homogenizador tipo
Dounce con pistén de punta de vidrio, hasta que el
homogenizado adquiriese fluidez. Se centrifugo el
homogenizado a 13.000 rpm durante 10 minutos a 4°C en
microtubos Eppendorf. Se determind la concentracion de
proteina del sobrenadante recuperado segin el método Lowry er
a/ (1951) adaplado para lecturas en un espectrofotometro de
microplacas BIO TECH MICROPLATE ELISA. Se diluyd el
sobrenadante en buffer de denaturacién para electroforesis (3:1
sobrenadante:buffer) y fue sometido a 100° C durante 5 minutos

en bafio Maria.

Se corrid 400 pg de proteina del sobrenadante en un gel de 10%
de Acrilamida (Laemli, 1970) contra un marcador de alto peso

molecular pretefiidos (MW-SDS 70L SIGMA) durante 8 horas a



25 mAmp con corriente continua. Se transfirio el pecfil de
proteinas del gel de acrilamida a un papel de nitrocelulosa 5 p
por Western Blot (Sambrook ez a/, 1989). Se tifi6 el papel de
nitrocelulosa con Pounceau (1:1.000 Pounceau:agua destilada) y
se corto la banda doble correspondiente a vitelina (96kDa). Se
elimino el Pounceau incubando la banda de papel en PBS hasta
que el color desaparecio (20 minutos). La tira de papel fue
pulverizada en un mortero de porcelana con la ayuda de
nitrégeno liquido. Se resuspendio el pulverizado en 4 ml de

PBS y almacen6 a -20°C para su posterior utilizacion.

Se inmunizd un conejo (raza neo Zelandes) con la proteina de
vitelina preservada (96 kDa) por medio de inyecciones
subcutancas (4 ml) en el dorso del concjo, utilizando una
jeringuilla descartable de 5 ml con aguja 26 1/2 G, Dos semanas
después de la primera inyeccion, se realizo una segunda
inmunizacion como refuerzo siguiendo el mismo procedimiento
descrito para la primera inyeccién, y otra inmunizacion 2
semanas depues de la segunda. Luego de seis semanas de la
primera inyeccion, se desifecto la oreja del conejo y se realizo
un corte en la vena marginal (45 grados con respecto al eje de la
vena) recolectando la sangre (10 ml) por goteo en un tubo de
ensayo estéril. Se incub6 la muestra a 30°C durante 2 horas. El
coagulo fue removido, y el plasma fue centrifugado a 13.000
rpm durante 15 minutos. El sobrenadante (anticuerpo policlonal
denominado a(vL)(165) fue colectado y almacenado a 80°C en

aliquotas de 20 pl.

5



2.2 Prueba de especificidad del anticuerpo

23

Muestras de hemolinfa y ovario de hembras en estadio
previtelogénico y vitelogénico y hemolinfa de macho, se
corrieron en un gel de acrilamida de 10% (Laemli, 1970). Tl
perfil de proteinas obtenidas fue transferido a un papel de
nitrocelulosa (Sambrook ez 2/, 1989). Se incubd el papel
durante una hora en solucion bloqueadora (5% Marvel en PBS
0,1% Tween 20) a temperatura ambiente con ligera agitacion.
Se adiciond el anticuerpo a(vt) 165 a la solucion bloqueadora
diluido 1:1.000 y se incubé durante 12 horas en las mismas
condiciones. Posteriormente se realizaron cinco lavados con
PBS cada uno de 5 minutos de duracion. Se incubo el papel con
Protein A marcado con lodo radioactivo 125 (segundo
anticuerpo) diluido 1:4.000 en la solucion bloqueadora durante
una hora y media. Se enjuagéd nuevamente el papel cinco veces
durante cinco minutos con PBS 0,1% Tween 20. Se dejo secar
el papel a temperatura ambiente y se expuso a una pelicula de
rayos-x durante dos dias a -80°C dentro de un cassette. Se

revelo la pelicula en un Photorevealer automatico KODAK.

Animales

Hembras adultas Aacrobrachivm rosenberers fueron obtenidas
de estanques de tierra del Kibbutz Kfar Rupin (Israel) y

transportadas al area de mantenimiento de la Universidad
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Hebrea de Jerusalén en Armon Hanatsiv. Fueron mantenidas en
tanques plasticos rectangulares (2 toneladas) con sistema
recirculante provistos de biofiltros de grava. La temperatura
fue mantenida entre 22 y 25 °"C utilizando calentadores y se
sumistro aireacion constante. Se las alimentd con pescado y

Daphnra sp. congelada, una vez al dia.

Transcurrido un mes de aclimatacion en la estacién de
mantenimiento, se seleccionaron las hembras que presentaban
ovarios pre vitelogénicos de acuerdo con el criterio descrito por
Ra'anan y Sagi (1985). [Fucron llevadas al laboratorio de
Bioquimica en la Universidad Hebrea y colocadas
individualmente en fundas de malla (36,5 cm x 20 cm x 20 ¢m)
codificadas y colocadas en acuvarios (37,5 cm x 38 5 ¢cm x 100
cm). Cada acuario estaba equipado con un bioliltro, calentador,
piedra difusora y cubierta plastica negra. La temperatura se
mantuvo entre 25 - 28 "C. Una dieta compuesta de Daplinsa sp.
y pescado congelado fue suministrada diariamente. El alimento
sobrante y los detritus fueron removidos cada mafiana. Los
animales fueron mantenidos en este sistema minimo una semana

antes de ser utilizados.

Toma de muestra de hemolinfa

Las muestras de hemolinfa fueron tomadas de la region ventral
entre el cuarto y quinto segmento abdominales. Antes de tomar

la muestra, el area era secada,; se realizd una puncion a nivel
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epidérmico con una aguja 22 1/2 estéril evitando dafar el
cordon nervioso; la hemolinfa fue colectada con una micropipeta
descartable (no se utilizd anticoagulante). Se colectd 10 pl de
hemolinfa/animal/muestra. Las muestras fueron inmediatamente
diluidas 1:100 en carbonato de sodio (0,1 M Na,CO,, pH 9,6 a 4
'C) y almacenadas a 20°C.

Niveles de vitelogenina en hembras en estadio pre-
vitelogénico y vitelogénico

Se realizo un muestreo de hemolinfa en varias hembras que se
encontraban en estadio pre-vitelogénico y vitelogénico. Se
determino el estadio segun el método descrito por Ra'anan y

Sagi (1985) para AMacrobrachivm rosenbergrr

Con el fin de definir la variacion diaria de vitelogenina, se
realizd un seguimiento durante 48 horas a un grupo de 10
hembras en estadio pre vitelogénico. lLos muestreos fueron
realizados a las 0, 18, 24 y 48 horas despues del primer

muestreo.

2.6. Tratamiento con Farnesoato de Metilo (FM)

El curso de los niveles de vitelogenina, circulante en la
hemolinfa, posterior a una dosis de FM fue estudiado en un
grupo de 34 hembras pre-vitelogénicas Macrobachrum
rosenbergrs aclimatadas en acuarios en el laboratorio de

Bioguimica de la Universidad Hebrea de Jerusalen. Se



realizaron tres ensayos con un intervalo aproximado de tres
semanas entre cada ensayo. Los tratamientos fueron distribuidos
al azar entre las hembras que al momento del ensayo
presentaban un ovario en estadio pre vitelogénico. El numero

de hembras utilizadas para cada tratamiento se detalla en la

tabla I11..

Tabla III. Distribucion del numero de hembras por tratamiento y ensayo.

Ensayo No. hembras/ | No. hembras/
Lratamiento control
1 7 6
2 5 k]
3 6 5
l 16

Cada ensayo inici6 con la determinacién del estadio de madurez,
consistencia del exoesqueleto (rechazo de animales blandos) y
peso de cada hembra. Luego se tomo una muestra de hemolinfa

y se dosifico segln el tratamiento correpondiente.

El tratamiento consisti6 de una sola inyeccion con 6,8 ng FM/g
de peso corporal a hembras en estadio pre vitelogénico. El FM
fue donado por Hans Laufer, Univ Connecticut, USA disuelto en
etanol a una concentacion 680 ng/pl. Para efectos del ensayo el
FM fue diluido en aceite de oliva altamente refinado de baja
acidez (O-1500 SIGMA) obteniéndose una concentracién final

de 6,8 ng/pl.

-
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Se utilizo6 como control una inyeccién con aceite de oliva,
altamente refinado de baja acidez (O 1500 SIGMA) conteniendo

1% etanol.

La dosis de tratamiento consistié en 1 pl/g de peso corporal
(control o tratamiento) y fue aplicado en la union del segundo y
tercer segmento abdominal (lateralmente) utilizando una
jeringuilla Hamilton® (250 pl) con agujas descartables (22
172G).  Todos los animales pertenecientes a un ensayo fueron

inyectados el mismo dia.

Luego de la inyeccion, los animales fueron devueltos a los
acuarios. Muestreos de hemolinfa, monitoreo de temperatura,
muda y estadio de madurez fueron realizaron 18, 24 y 48 horas

después de la inyeccion.

2.7 Determinacion de vitelogenina (vg)

Se determind la concentracion de vt-vg en la hemolinfa por
medio del Ensayo Inmunocnzimatico (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay - ELISA) en microplacas (96 celdas)

utilizando la técnica modificada de Okumura era/ (1992).

Las muestras de hemolinfa fueron nuevamente diluidas 1:100 en
carbonato de sodio (0,1 M Na,CO;3, pH 9,6; 4 "C)(conc. final
1:10,000). Para la elaboracion de la curva estandar se utilizo
una solucién stock de 5 ng de vitelina/pl, y se prepararon

soluciones de 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ng/celda. Se coloco

LY



100pl de muestra por celda. Las muestras se analizaron por
triplicado. La placa conteniendo la curva estandar y muestras
fueron incubados durante 12 horas (pH 9,6; 4 °C). Las celdas
fueron lavadas 5 veces durante 5 minutos con tampén salino de
fosfato O0,1% tween (PBS(L) para climinar las protetnas no
adheridas. Las celdas fueron luego bloqueadas con Marvel 5%
en PBS(t) durante una hora. El anticuerpo a(vt)165, fue diluido
1:1.000 en la solucion de bloqueo y agregado e incubado por 2
horas. Se lavé las celdas 3 veces por 5 minutos con PBS(t); el
segundo anticuerpo (fosfatasa alcalina cabra anti conejo, USB)
diluido 1:1.000 en solucién de bloqueo es adicionado e incubado
durane 1 1/2 horas. Se agregé el sustrato p-nitrophenyl fosfato
(PNPP, pH 9,6); la reaccién entre la enzima y el sustrato resulté
en una coloracion amarilla del medio. La intensidad de la
reaccion fue leida espectrofotométricamente luego de 10
minutos a 650 nm en lector BIO-TEK MICROPLATE ELISA.
La concentracion de vg de la hemolinfa fue calculada en base a
la curva estandar. Los resultados estan dados en pg vg / ml de

hemolinfa.



CAPITULO 111

RESULTADOS

3.1 Produccion y Especificidad del anticuerpo policlonal
contra vitelogenina.

Como resultado de la inmunizacidén de un conejo con vitelina
purilicada de AMacrobrachiivm rosenbergs;, se obtuvo un
anticuerpo policlonal contra vitelogenina y vitelina, el cual fue

denominado a(vt) 165.

En una electroforesis SDS-PAGE de hemolinfa y ovario de
hembras vitelogénicas y macho, se identifico a la vitelogenina
como una banda de 205 kDa y a la vitelina como una banda de
107 kDa y otra doble banda de 81 y 91 kDa. Luego de
transferir las proteinas del gel a una hoja de nitrocelulosa e
incubar con el anticuerpo a(v) 165, se com probo por medio del
método inmunoradioactivo, que el anticuerpo es especifico a las
proteinas correspondientes a la vitelina y vitelogenina, lo que nos
permitio validar la especificidad del anticuerpo con el fin de
proceder con la determinacion de vitelogenina. No se observo

ninguna reaccion con la hemolinfa de machos.

3.2. Niveles de vitelogenina en la hemolinfa

Luego de realizar un seguimiento de los niveles de vitelogenina

en la hemolinfa de 10 hembras previtelogénicas durante 48
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horas, se combinaron los datos, obteniéndose la curva (Fig. 3.1)
que refleja el comportamiento de la concentracion de vg. Estos
resultados evidencian que en un periodo de 48 horas fos niveles
variaron entre 11.5% a 25%. pcro se mantuvicron sicmpre
dentro del rango correspondiente a un estadio pre-vitelogénico.
Como resultado del muestreo de hemolinfa realizado en hembras
de Macrobrachium rosenbergii en estadios vitelogénicos, se pudo
caracterizar los niveles de vitelogenina durante el desarrollo
gonadal (Tabla IV). Adicionalmente, ¢l muestrco permitio
cstablecer los limites y capacidad del método de ELISA para la
determinacion de vitelogenina en la hemolinfa, demostrando que

la téenica puede cuantificar amplios rangos de vitelogenina.

5000 -
4500 |
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000 -
500 -

ug/mi

Vitelogenina

0 Hr 18 Hr 24 Hr 48 Hr
Tiempo
Figura 3.1 Niveles de vitelogenina en la hemolinfa de hembras

previtelogénicas Macrobrachium rosenbergii  durante un periodo de 48
horas.



Tabla IV Fluctuaciones de los niveles de vitelogenina en la hemolinfa de
Macrobrachium rosenbergii durante el ciclo de maduracion.

Iistadio de Madurez N Concentracion vitelogenina
yg/ml
Post-muda 2 1.000
Pre-vitelogénesis 10 2.500 - 4.000
Vitelogénesis 5 4.000 - 8.000

LLos niveles detectados en hembras post-muda  (estadio
previtelogénico) fucron menores de 1.000 pp/ml. Tos resultados
para hembras cn fasc de intermuda (estadio previtelogénico), fue
de 2.500 - 4.000 pg/ml. Una vez que un cambio en la
apariencia externa del ovario cra evidente (estadio vitelogénico)
los niveles de vitelogenina incrementaron entre 4.000 - 8.000
pug/ml. Grupos de hembras recientemente mudadas y cn estadio
intermuda presentaron diferentes concentraciones de vg apesar
de que ambos mostraban ovarios previtelogénicos. Hembras
vitelogénicas presentan un amplio rango de concentracién debido
a que se agrupo varios estadios de ovarios en desarrollo (1, 11,

Iy 1V) en este grupo.

3.3 Comparacion entre la observaciéon externa del
estadio de madurez y la determinacion de vitelogenina
por el método de ELISA

Los niveles de vitelogenina determinados para un estadio 0

identificado por observacion externa variaron ampliamente,
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obteniéndose niveles que sobrepasan el limite definido para un

estadio previtelogénico (Fig. 3.2).

Rango determinado

14 — para pre-vitelogénesis  Separacion entre los
] rangos de
12 + pre-vitelogénesis y
vitelogénesis
10 + &
8 T .
Rangos propios de
g ak . . .
animales vitelogénicos
4 +
2
0 N
o = o o o o o o o -
o o o o o o o o o
o o = o o = o o o
- &~ I < L D r~ ® fa

Niveles de vitelogenina (ug/ml)

Figura 3.2, Grifico de frecuencia mostrando los niveles de vitelogening
obtenidos para estadios O clasificados por observacion externa. Los obtenidos
no corresponden en todos los casos a niveles caracteristicos de animales pre-
vitelogénicos.

Notese ¢l caso que presenta un nivel de 7.000 pg / ml de vg. a
pesar de encontrarse en estadio 0 segtin observacion externa. En
general de todos los casos observados 21,4% mostraron niveles
superiores a fos 4.000 pg/ml vg, lo que es considerado como un

estadio vitelogénico.

Comportamiento de los niveles de vitelogenina
posterior a una inyeccion de FM

Un total de 18 hembras previtelogénicas Macrobrachium

rosenbergii dividas en tres ensayos fuceron inyectadas con 6.8 ng



de MF y 16 con aceite (control) por gramo de animal. Se
tomaron muestras de hemolinfa antes de inyectar y 18, 24, 48
horas después. lLas concentraciones de vitelogenina fueron
determinadas por el método de ELISA y la agrupacién de los
resultados obtenidos en los tres ensayos se presentan en el tabla

V.

Tabla V. Promedio de los niveles de vitelogenina encontrados en la
hemolinfa de hembras previtelogénicas antes y después de el
tratamiento con 6,8 y MF o control (aceite).

Nivel de vitelogenina en hemolinfa pgg/ml por tratamiento

Tiempo N MF 6,8 N Control

Antes inyeccion 18 8.Z15 £ 1.562 16 2.945 + 1.649
18 horas después 18 3.232 +1.520 16 3502 & 1.598
24 horas después 18 3175 £1.525 15 2.730 + 1.644
48 horas después 14 2.890 + 1.451 14 3.138 + 1,162

La supervivencia no se vié afectada por el tratamiento o la
manipulacion durante la toma de muestras. Los datos
presentados en la tabla 3.2 y los generados durante ¢l mucstreo

de las hembras previtelogénicas son presentados en la figura 3.3.

Una sola inycccion con MIF (concentracion 6.8 ng por gr de peso
del animal) realizada en hembras previtclogénicas
Macrobrachium rosenbergii - comparativamente no alterd los
niveles de vitelogenina en la hemolinfa 18, 24 y 48 horas
después del tratamiento, al ser contrastado con los niveles

previos a la inycccion, y a cl cfecto con la dosis de control y
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curva del seguimiento (comportamiento de los niveles de
vitelogenina) de la hemolinfa sin tratamiento.  las
concentraciones de vitelogenina de los animales tratados con
hormona, control y sin tratamicento siguieron la misma
tendencia, y se mantuvieron durante las 48 horas del cnsayo
dentro de los limites establecidos para hembras previtelogénicos.
Adicionalmente no se observé ningtin cambio en ¢l desarrollo
ovarico (observacion externa) posterior a Jos tratamientos con

MF o control.
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Figura 3.3 Variacion en los niveles de vitelogenina en la hemolinfa de
hembras previtelogénicas Macrobrachium rosenbergii antes y después
de una inyeccion con 6,8 ng MF, control (aceite acarreador) y muestreo
de vitelogenina en animales no tratados.



Dos hembras tratadas con 6.8 MFE si mostraron un cambio cn los
niveles de vitelogenina luego de 48 horas (Fig. 3.4). Los resultados

de estas hembras no fueron incluidos ¢n ¢l promedio.
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Figura 3.4 Curva de niveles de vitelogenina en la hemolinfa obtenida
para dos hembras tratadas con 6,8 ng. La tendencia seguida hasta las 24
horas es similar a la del resto del grupo; a las 48 horas el nivel se dispara.



CAPITULO 1V

DISCUSION

4.1.- Método de ELISA para determinacion de vt-vg

Bl Lnsayo de Immunocnzimatico (ELISA) ha sido adaptado
para la determinacién de los niveles de vitelogenina en la
hemolinfa de hembras Macrobrachium rosenbergii.  En este
estudio, los niveles de vitelogenina encontrados posterior a la
muda fucron minimos (<1.000 pgg/ml) y s¢ incrementaron ¢n
el estadio pre-vitelogénico a pesar de no mostrar cambios en la
apariencia externa del ovario. Durante la ctapa vitclogénica
los niveles de vg en la hemolinfa se incrementaron hasta
alcanzar 8.000 pg/ml: durante la ctapa vitelogénica tardia las
concentraciones s¢ mantuvieron o decrecicron; antes de la
muda reproductiva los niveles caen drasticamente a cero
(Derelle er al., 1986; Okumura ¢f al., 1992). Los resultados
obtenidos durante el establecimicento de la téenica semejan a los
presentados por Derelle er al. (1986) para Macrobrachium
rosenbergii y Okumura ef al. (1992) para Macrobrachinm
nipponense, donde los niveles de vitelogenina fucron medidos
en hembras en estadios de maduracién ovarica con referencia
a los estadios de muda. En contraste, las concentraciones de
vitelogenina para Penaeus semisulcatus de Haan (Shafir ef al.,

1992) son considerablemente menores, presentindose ¢l nivel



mas alto (562 + 410 pg/ml) en oocitos de 250-350 micras.
En general, un incremento en la concentracién de vitelogenina

en la hemolinfa ha sido reportado durante la vitelogenesis.

El método de ELISA a mds de ser capaz de cuantificar niveles
bajos ofrece un amplio rango de determinacion. Es
importante notar que el anticuerpo se conjuga a la vitelogenina
(precursor de la vitelina en la hemolinfa) y vitelina (proteina
de yema cn el ovario) indiferentemente, debido a que ambos
ticnen dos subunidades de peso molecular muy similar

(Derelle e al., 19806).

FlI ELISA cs una herramienta sofisticada de inmunodiagnosis:
su eficiencia estd basada en el tipo de anticuerpo utilizado. “El
anticuerpo cs ¢l componente critico cn los inmunocnsayos, y
un anticuerpo estandarizado con la especificidad y sensibilidad
arpm!)iada son requeridos parp la interpretacion consistente de
lps resultados” (Mialhe er al., 1992). La variabilidad entre
ensayos es debida, en parie, :ﬂ tipo de anticyerpo utilizado: el
anticuerpo policlonal es resultado de una respyesta individual
frentg a un aptigeng. Si s¢ prepara ¢l mismo amicucr’)o a
partir de la respuesta inmunoldgica de otro individuo, existird
una variacion entre los dos anticuerpos, dado por ¢l aporte de
anticuerpos propios independientes del antigeno introducido.
Al utilizar anticuerpos monoclonales, se elimina la variacion
introducida por ¢l individuo, ya que se producen poblaciones

homogéneas de anticuerpos a partir de células denominadas

4/



hibridomas. Los hibridomas resultan de la fusion de células
sccretoras con una linea celular con la capacidad de
multiplicarse ilimitadamente. De esta forma tenemos células

que producen cl anticuerpo en forma homogénea ¢ ilimitada.

El hecho de que se obtuvicron niveles clevados de vitelogenina
cn hembras que externamente presentaban un ovario vacio
(pre-vitclogénico) puede explicarse por ¢l hecho de que la
determinacion del estadio de madurez por observacion externa
no puede discenir entre animales recientemente desovados. en

estado pre-vitelogénico y aquellos iniciando el ciclo.

La determinacion de vitelogenina por ¢l método de ELISA nos
permite identificar con mayor precision el estado de madurez.
Los desoves generalmente no son completos, dejando un
remanente en el ovario ¢l cual s lucgo reabsorbido. La
reabsorcion se realiza eliminando a la hemolinfa el sobrante,
¢l cual eleva la concentracién de nuestro antigeno (vitelina) en
la hemolinfa (Byard y Aiken, 1984). Este hecho nos permite
diferenciar una hembra recientemente desovada de una en
estado pre-vitelogénico. Podemos afirmar que la obscervacion
externa tiene un limitante en cuanto a la diferenciacion de

estlos dos estados.

La eleccion del método a utilizarse depende de que tan
especilicos queremos o necesitamos ser. A nivel productivo
(comercial) es evidente que no es relevante tal definicion, pero

a nivel investigativo si resulta importante. Una desventaja es



que los resultados del analisis se obtienen luego de 10 - 12
horas de la toma de muestra. Adicionalmente, el ELISA
requicre para su uso de cquipos y materiales que no sc
encuentran disponibles en todos los laboratorios. Una ventaja
€s que no esta sujeto a apreciaciones personales, es imparcial a

mas dc ser sensible.

Poco se conoce sobre la endocrinologia involucrada en ¢l
proceso de maduracidn y resulta necesario detallar ¢l ciclo
para su conocimiento y posterior manipulacién. Por medio de
la determinacion de vitelogenina podemos diferenciar un
estadio desovado de uno pre-vitelogénico y en proceso de

vitelogénesis.

El método de ELLISA para la determinacién de vitelogenina
resulta aul como parametro para verificar ¢l cefecto de un
potencial estimulante sobre la maduracion en vez de utilizar la
observacion externa. En cspecial si el agente estimulante a
probar no c¢jerce una accion lo suficientemente fuerte como

para producir un cambio en la apariencia externa del ovario.

Siendo la vitelogenina el precursor del mayor componente del
ovario durante la maduracion, resulta de gran ayuda el poder
identificar y cuantificarla a partir de una mezcla heterogénes
de antigenos. Estudios de los mecanismos vitelogénicos y
hormonales requieren de una alta sensibilidad, y el hecho de
poder reconocer al precursor de la vitelina, adin en pequeiias

concentraciones, nos permite realizar estudios destinados a



4.2.

identificar los sitios de produccién o fuente, incrementando
nuestro conocimiento sobre los mecanismos involucrados en
la regulacion de la produccion de vitelogenina, y por ende de

la actividad vitelogénica e¢n hembras.

El ELISA ¢s una téenica versatil la cual ha sido adaptada a
varias investigaciones, entre los cuales tenemos estudios
rclacionados con la inmunocitoquimica de la hormona
inhibidora de la vitelogenesis (Mcusy et al., 1987); para
determinar la variacién circadiana de la hormona
hiperglicémica en la hemolinfa del craylish (Kallen er al.,
1990): cuantificacion de fa hormona dispersante del pigmento
(Quackenbush y Fingerman, 1985) y para determinar la
sintesis de vitelogenina en ovario, hepatopancreas y hemolinfa

in vilro ¢ in vivo.

Tratamiento con 6,8 ng FM

Una inyeccion con 6,8 ng/gr de larnesoato de metilo no tuvo
efecto en los niveles de vitelogenina en la hemolinfa 48 horas
después del tratamiento, cuando fue inyectado a hembras pre-
vitelogénicas Macrobrachium rosenbergii. 1Los resultados de
este estudio se muestran consistentes con los obtenidos por
Tsukimura e al. (1993), quien no observo variacion alguna cn
los niveles de vitelogenina en la hemolinfa de langostas pre-

vitelogénicas Homarus americanus luego de una inyeccién de



50 pg de farnesoato de metilo. En este estudio. las hembras
tratadas con 6,8 ng FM no mostraron cambios evidentes en los
niveles de vitelogenina, mientras que 2 si mostraron un
cambio luego de 48 horas. Este tltimo resultado no debe ser
despreciado, debe ser tomado en consideracién para futuras
investigaciones concernientes al rol que FM desempeiia en la

reproduccion.

Los resultados del presente estudio no son conclusivos.
Solamente se ha probado una concentracion de FM (6.8 ng M
por g de peso corporal). El hecho que fas hembras tratadas no
mostrasen ninguna variacién en los niveles de vitclogenina

luego del tratamiento puede ser atribuido a varias causas:

A. La dosis de FM inycctada fue demasiado baja o insuficiente
y/o la tasa de liberacion de FM del aceite acarrcador al sistema
es demasiado lenta. La cantidad de FM suministrada pudo ser
insuficiente y liberada a una tasa demasiado lenta al sistema
circulatorio para producir un cfecto en los niveles de
vitelogenina. El MF inyectado fuc incluido en una gota de
aceite en ¢l misculo abdominal de la hembra. La hormona es
lentamente liberada de la gota hacia ¢l sistema circulatorio
donde se liga a proteinas especificas de fa hemolinfa para su
transporte; ¢l proceso de liberacion de la gota de aceite pudo
ser demasiado lenta para tener resultados en 48 horas: o ¢n
cantidades demasiado bajas para producir un cfecto.

Cantidades mayores de FM (¢j: 68 ng) han demostrado tener

D



mejores efectos estimulantes en la sintesis de proteina en
ovarios de Macrobrachium rosenbergii - cultivados in vitro
que con concentraciones bajas (6,8 ng) (Soroka e¢f al., 1993),
49 £14% y 40 + 15% respectivamente; este efecto estimulador

solamente fuc obscervado en 40% de los casos.

B. Los niveles de FM circulantes eran eliminados del sistema
por la accion de las esterasas antes de poder estimular ¢l
6rgano objetivo o de acumularse en cantidades suficientes en la
hemolinfa para producir un efecto. Borst y Tsukimura (1992)
caracterizaron los niveles de FM en langostas y cangrejos
(spider crab) encontrando que los niveles de FM pueden variar
drasticamente en ¢l mismo animal e¢n un corto periodo de
tiempo, lo que sugiere que la vida media del FM es corta. y
por cnde, pucede ser riapidamente climinado de la hemolinfa,
Esta declaracion es soportada por la existencia de la actividad
de esterasas en el organismo, la cual estd involucrada cn la
degradacion catabolica del FM (Takac er af.. 1993). Si este es
cl caso, una scgunda o succesivas inyccciones de FM resultarian
necesarias.  En Penacus vannamei, una sola inyeccién de FM
(6,8 ng/g) permite a la hembra alcanzar el cstadio 1 de
maduracion pero no a cstadios sucesivos (comunicacion
personal), por lo tanto una scgunda inyecciéon de FM es

requerida.

C. o, simplemente FM no juega un papel en la produccién de

vitelogenina, pero esta involucrado en procesos colaterales y/o



preparatorios tales como la predisposiciéon del ovario a la
incorporacion de vitelogenina o produccién de vitelina. El
OM y su producto de secrecién, FM, pueden jugar un rol
distinto a la cstimulacién de la produccion de vitelogenina
durante la maduracién ovirica.  Sc¢ ha probado que ¢l OM
produce un cambio en la morfologia del oocito cuando es
implantado en Libinia emarginata inmaduras (Hinsch, 1980).
Las hormonas juveniles activan la Nat-K+ ATPase en cl
cpitelio folicular del ovario, induciendo una reduccién de la
c€lula folicular facilitando la incorporacién de vitelogeninas al
oocito (llenchuk y Davey, 1985). FM ha demostrado
estimular la sintesis de proteinas in vitro del ovario de
Macrobrachium rosenbergii (Soroka ef al., 1993). Fl érgano-
Y cuando es cultivado in vitro con ¢l OM incrementa su tasa

de scerecion de 20-HE (Tamone y Chang, 1992).

Atn permanece oscuro como el érgano mandibular y su
producto de secresion, farnesoato de metilo, contribuyen a la
maduracién Svarica y cuales son las sendas para llevar a cabo
su objetivo, si juega un rol directo en tejidos objetivos o si estd

indirectamente involucrado ¢n la maduracion ovirica.,
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