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RESUMEN

En este estudio se determiné el rol de los ecdiesteroides en los procesos de muda y
reproduccion del camarén blanco Penaeus vannamei.

Para éste efecto se estudiaron los diferentes niveles de ecdiesteroides en diferentes
estadios y en diferentes érganos. Los niveles de ecdiesteroides en la hemolinfa
durante la postmuda (estadios A-B) ¢ intermuda (estadio C), fueron bajos (4.29 +
3.12 mg 20-E/ml), en comparacion con estadios posteriores, Los niveles comienzan a
elevarse en la premuda, estadio Dy (18.56 = 13.19 ng 20-E/ml) hasta alcanzar un
maximo de 58.6 + 3524 mg 20-E/ml, en el estadio D;, luego se observa una
disminucion en los niveles momentos antes de 1a muda, D,;.

Posteriormente, se estableci6 la cinética de produccion de ecdiesteroides por parte de
los drganos Y en cultivos in vitro, afirméndose una estrecha correlacion entre la
variacién de niveles de ecdiesteroides en la hemolinfa y las concentraciones
producidas por el 6rgano Y durante el ciclo de muda.

Debido a la similitud endocrinolégica existente entre crusticeos e insectos, se postula
que los ecdiesteroides desempefian un rol en la maduracién en camarones. Se
determiné los niveles de ecdiesteroides en .ovarios en diferentes estadios de
maduracion, observandose concentraciones constantes a lo largo del desarrollo
gonadal (5.76 + 0.53 ng 20-E /ovario) y los niveles registrados. en la hemolinfa no
aumentaron con la maduracion. Paralelamente se determingd la produccion de
ecdiesteroides in vifro de los érganos Y pertenecientes # las hembras evaluadas, vy

presentaron una variacién similar a los niveles establecidos para los estadios de
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muda. De esta manera se excluy6 a los ecdiesteroides como hormonas involucradas
en el proceso de maduracion de esta especie.

La posible existencia de un factor adicional que estimule la muda en crusticeos ha
sido propuesta. Con el objetivo de revelar la presencia de este factor estimulante de
la produccién de ecdiesteroides en especies peneidas, posiblemente de origen
nervioso, se determiné el efecto de extractos de sisternas nerviosos provenientes de
hembras maduras ¢ inmaduras sobre la cinética de produccién de ecdiesteroides por
organos Y en diferentes estadios de muda, observandose una mayor est_imulacién con
el extracto de 50% de AcN de hembras maduras. Finalmente se postula un modelo de
accidn de la hormona estimulante presente en el extracto de 50% AcN, durante Ia

premuda temprana hasta el inicio del estadio D,.




INTRODUCCION

El crecimiento en crustaceos, esta relacionado con un evento ciclico denominado
muda, la cual consiste en el desprendimiento del tejido conectivo y la formacion de
un nuevo v mas grande exoesqueleto (Chang, 1989). La formacién de la nueva
epicuticula involucra cambios en las reservas de lipidos, un aumento en la division
celular de los tejidos y sintesis de nuevas proteinas,

Es notable el hecho de que los crustaceos logren crecer a través de este evento, ya
que ¢l animal queda vulnerable a predadores y problemas fisicos (muda incompleta
de exoesqueleto vigjo). El impacto del proceso de muda en la industria camaronera
ademas del hecho de que es el mecanismo de crecimtiento, estd asociado a problemas
por estrés, y por la presencia de enfermedades. Se desconoce el motivo por el cual el
animal estresado tiende a mudar, sin embargo, puede reflejar el estado de salud en
que se encuentran, ya que solo los animales saludables podran sobreponerse a este
proceso. Ademas, la vulnerabilidad a la cual estd sujeto ¢l camaron como parte de
este proceso, facilita la propagacion de enfermedades presentes en el medio, que
actualmente estan relacionadas directamente con la muda.

Estas razones sugieren la necesidad de estudios basicos sobre la muda y del
establecimiento de métodos que ayuden a | controlar el proceso de muda en
poblaciones domésticas, y asi evitar los inconvenienies resultantes de la ocurrencia
dé ia muda en condiciones adversas o no adecuadas durante el ciclo de cultivo.

Por otra parte, estd determinado que la muda influye directa o indirectamente sobre
otros procesos fisiologicos, como son el metabolismo, comportamiento,

osmoregulacion y feproduccién (Kuo et al., 1996). Se conoce que en especies de




telico abierto la muda y la reproduccion son procesos alternados v necesitan
sincronizarse para asegurar su desarrollo normal. La importancig del control de la
muda en la reproduccion en cautiverio esta relacionada con la ablacién del pedanculo
ocular, método comiénmente usado para inducir a Ia maduracién ovarica, y cuya
eficiencia reside en el estadio de muda en el que se encuentren los animales al
efectuar esta operacion. Estudios realizados sobre reproduccidn en cautiverio a través
de maduracién inducida recomiendan la ablacién en la intermuda, momento en el
cual no se interfiere con el proceso de muda; sin embargo este no es considerado al
momento de efectuar la ablacion a nivel comercial, por lo que generalmente menos
del 30% de los animales logran madurar.

La reproduccion en cautiverio lograda a través de la aceleracién en el proceso de
maduracion de las hembras, aplicando la técnica de abiacién del pediinculo ocular,
conlleva a la alteracion de otros procesos fisiolégicos como el aﬁmento en la
frecuencia de 1a muda, ocasionando un desgaste energético al animal ablacionado.
Ademds, los desoves inducidos por este método, afectan directamente a la resistencia
y crecimiento de las larvas, observandose una disminucion durante los siguientes
desoves después de la ablacion (Palacios ef al., 1999). Por otra parte, la utilizacion de
reproductores silvestres implica un riespo econémico debido a la introduccion de
patogenos a los sistemas de éultivo.

Se hace evidente el desarrollo de sistemas de domesticacion y seleccidn en vias de
mejorar la productividad relacionada con el crecimiento (rapidez y homogeneidad) y
resistencia de enfermedades, que implica lograr una independencia de la poblaciones

naturales. Estos pueden ser ayudados con la implementacion de otros métodos de




maduraciéon que implican una manipulacién a nivel endécrino de los procesos de
muda y reproduccion.

El inicio del proceso de muda estd regulado por hormonas denominadas
ecdiesteroides, éstas fueron caracterizadas primeramente en insectos, y debido a la
similitud existente entre estos y los crusticeos se iniciaron los estudios para
identificarlos denominandolos hormonas de muda. En crusticeos, los ecdiesteroides
son sintetizados y liberados en la hemolinfa por el érgano Y (Bollenbaher y
O’Comnor,1973; Chang y O’Connor, 1977). Su estudio durante el ciclo de muda ha
sido desarrollado en pocos decapodos tales como cangrejos (Chang e al, 1976;
MacCarthy y Skinner, 1977; Hopkins, 1983; Soumoff y Skinner, 1983), crayfish
(Keller y Schmid, 1979, Steveson et af., 1979; Jegla ef al., 1983}, y langosta (Chang
y Bruce, 1980). Adicionalmente, en virtud de la semejanza antes mencionada entre
crustaceos e insectos, se postula una posible intervencion de los ecdieste.roides enla
regulacion de la vitelogénesis (Bownes, 1989).

Con el objetivo de la busqueda de métodos de maduracién que no comprometan la
integridad del animal, y debido a que la muda est4 relacionada con la reproduccion
en especies de télico abierto, el presente estudio se propone determinar el rol de los
ecdiesteroides en reproductores P. vannamei durante el ciclo de muda y maduracion
ovarica, y posteriormente esclarecer la potencial éxistencia de un neuropéptido que
gjerza una accién estimulante en la produccion de ecdiesteroides, como una posible

oportunidad de control de la muda.




1. ANTECEDENTES

1.1. HISTORIA DE LA INDUSTRIA CAMARONERA EN EL ECUADOR

La actividad camaronera en el pais nace a finales de la década de los 60 en la
provincia de El Oro. Los registros mas antiguos de la industria datan desde 1968,
cuando se construy6 la primera finca comercial.

Durante los afios 70, la industria crecidé lentamente. Los camaroneros con poco
conocimiento y experiencia en acuicultura experimentaron con cultivos extensivos.
Luego ¢l gobierno autorizé la construccion de mas piscinas, y en 1979 se reportd
5000 toneladas de camarén cosechado, cuando solo 440 Ha. estaban en produccion.
A partir de 1980, la industria tuvo un desarrolio acelerado. La abundancia de larva
silvestre debido al impacto del fenomeno El Nifio, aportd grandes beneficios en la
siembra de nuevas piscinas. La produccion continué en aumento, dando inicio a las
e);portaciones a Estados Unidos, como mayor comprador.

El boom camaronero junto con la expansidon masiva de las areas de cultivo
incrementd la demanda de larvas, la cual no podia ser cubierta solo con la
recoleccion naturﬁl, pues su disponibilidad ha -e_stado siempre sujeta a cambios
climaticos.

Es asi como surgieron los laboratorios de larvicultura de camarén. Esta nueva fase de
la industria se expandié rapidamente a partir de 1985. Inicialmente los laboratorios
dependian de las nauplieras, los cuales utilizaban hembras grévidas {copuladas con
esperma) del medio natural para ser desovadas en cautiverio, para obtener nauplios.

Luego, desde 1986 a 1989 proliferaron las instalaciones para cria de larvas, en su




mayoria ubicadas a lo largo de las costas del Guayas y Manabi. Sin embargo, en la
década de los 90, la demanda de nauplios fue tal, que la indisponibi_lidad estacional
de reproductores maduros dejo vacios importantes en la demanda, justificandose la
implementacién de sistemas de reproduccion en cautiverio (copula natural e
inseminacion artificial), que ayuden a lograr una independencia parcial del medio
natural.

La busqueda de nuevos métodos para la induccién a la maduracién no ha sido el
tinico desafio que a experimentado la industria camaronera.

Desde sus inicios, ha enfrentado la aparicién de enfermedades virales que afectaron
fuertemente la produccion, tales como el Sindrome da La Gaviota (1986-1990), el
Sindrome de Taura (1992), la hepatopancreatitis necrotizante (1993), el sindrome dei
rostro deforme y enanismo (1994) asociada al IHFHINV. Actualmente de las 200.000
hectareas destinadas para el cultivo, el 50% ha temdo que cesar su p&oduccién a
causa de la “mancha blanca” o WSSV, la cual se ha presentado de manera aguda
ocasionando elevadas mortalidades en los primeros 10 dias de cuitivo. Esta
enfermedad afecta severamente a la cuticula del camarén, formando depositos
calcireos a manera de manchas. La mayoria de las enfermedades mencionadas, se
encueniran asociadas en parte con el proceso de muda, pues entre la sintomatologia
se - presenta, un bajo crecimiento y/o varie&ad en las tallas, debilidad del
exoesqueleto, y daffos a nivel celular del hepatopancreas, que al momento de la
cosecha genera pérdidas economicas.

La necesidad del desarrollo de poblaciones domesticas y.selecgionadas, que puedan
ser mas resistentes a la introduccidn de nuevas enfermedades pfésente enel medioy

ademas con mejor crecimiento, s evidente. Para lo cual es necesario €l estudio de




los procesos que tienen gran impacto en el cultivo de camaron, el proceso de muda

como forma de crecimiento y la maduracion.

1.2. ENDOCRINOLOGIA DE 1.OS DECAPODOS

Varios procesos fisiolégicos como el crecimiento, metabolismo, reproduccion, entre

otros son regulados por elementos denominados hormonas, las cuales son

sintetizados por Organos especificos (glandulas endécrinas) y transportadas por el

sistema circulatorio hasta los organos blancos. Los 6rganos enddcrinos establecidos

en decapodos son:

¢ [l sistema neurosecretor, el cual estd compuesto por el Complejo Organo X-
(landula Sinusal del pedunculo ocular, cé€lulas neurosecretoras del sistema
nervioso central y cerebro, drganos post-comisurales, organos pericardiales.

e Organos “Y”

¢ (landulas androgénicas

e Ovarlos

¢ Organo mandibular.

1.2.1. Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso central de los crustdceos consiste en una masa ganglionar,

considerada como cerebro y un cordén nervioso ventral con un par de ganglios




correspondientes a cada somito embrionario (segmento correspondiente a cada par de
periopodo).
E]l cerebro y el corddén nervioso central estin unidos longitudinalmente por
conectivos y transversalmente por comisuras (ver McLaughlin, 1983).
El ganglio supraesofigico o cerebro estd constituido por 3 16bulos primarios:
» Protocerebro, que inerva al ojo compuesto y/o naupliar; érgano frontal;
glandula sinusal y masculos de la cabeza.
¢ Deutocerebro, que inerva las anténulas
¢ Titrocerebro, que inerva a las antenas y nervios derivados del estdmago.
Seguidamente se encuentra €l ganglio subesofégico que esid conectado al ganglio
supraesofagico por medio de conexiones esofagales. Este generalmente representa la
fusién de los ganglios mandibular y maxilar. Finalmente, se encuentra el cordén

nervioso ventral.




1.3. PROCESQ DE LA MUDA

El crecimiento en crusticeos se lleva a cabo a través del proceso de muda, el cual
consiste en la perdida v reformacion periodica del exoesqueleto (ecdysis). Esta
generalmente divido en cuatro estadios, y cada especie posee su propia definicion de
subestadios segiin los cambios morfologicos internos observados asi como la
duracion de los mismos (Roberston ef af., 1987, Kuo y Lin, 1996). En general, la
postmuda (estadios A y B) es el estadio justo después de la exuviacion; durante este
periodo el exoesqueleto se expande debido a la absorcion de agua, ¢ inicia su
endurecimiento. Seguidamente la intermuda (estadio C) es cuando ¢l exoesqueleto
obtiene su maxima rigidez a través de deposicion de minerales y proteinas. La
premuda (estadio Dy y D4) esta definida por la separacion del viejo exoesqueleto vy el
inicio de la formacion de nueva epicuticula, que se caracteriza por el amﬂento en las
concentraciones de la hormona de la muda en la hemolinfa, y por Gltimo 1a ecdysis
(estadio E) que consiste en el escape del crusticeo de su viejo exoesqueleto (ver
Chang, 1992).

El ciclo de muda esta controlado hormonalmente por los ecdiesteroides sintetizados y
liberados en la hemolinfa por dos glandulas de origen epidérmico denomirnadas
Organos Y (OY). La ecdisona, es el principal \‘producto de secreciéon (Chang vy
OConnor, 1978), ¢l cual se transforma en 1a molécula fisiologicamente activa, la 20-
hidroxiecdisona, por efecto de la hidroxilacién en el C-20 ocurrida en tejidos
periféricos (Lachaise y Lafont, 1984) (Figuara 1). La produceion deﬁ estas hormonas es

a partir del colesterol ingerido en la dieta (Watson y Spaziani, 1985).




HO,

HO

HO

H

# 5
25-DESOXYECDYSONE

H o
3-DEHYDROECDYSONE

Figura 1. Moléculas principales de ecdiesteroides producidos por drganos Y.

Las concentraciones de estas hormonas varian dramaticamente durante el transcurso
del ciclo de muda. En algunas especies se observan durante la postmﬁda, pequefios
picos que luego descienden durante la intermuda (Chang y O’Connor, 1978), pero en
otras especies no se registra picos v los niveles bajos se mantienen constantes hasta

la intermuda (Chang, 1984). En general, en los crustaceos estudiados, existe un

incremento en las concenﬁaciones de ecdiesteroides durante la premuda que luego
disminuyen justo antes de la exuviacion.

La elaboracion y secrecion de los ecdiesteroides se encuentran regulados por un
neuropéptido (Rao, 1965) denominado Hormona Inhibidora de la Muda (HIM),

presente en el pedinculo ocular de los crusticeos (Bruce y Chang, 1984; Smith v

Sedimeier, 1990; Sefiani ef al., 1996); la HIM ha sido encontrada en otros érganos,
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como lo demuesiran pruebas realizadas en Penceus vannamei en las que se detecto
material genético relacionado a la HIM en tres partes del cerebro; el gen comparte
98% de homologia con la secuencia aislada del pediinculo ocular (Sun, 1995).

Matson y Spaziani (1987) propusieron un modelo de accion de HIM que involucra al
Adenosin-monofosfato ciclico (cAMP) como mediador del proceso inhibitorio y al

calcio (Ca™) como antagonista de la inhibicién (figura 2).

ATP
HIM —— AC Colesterol
CAMP — s Kinasas =
Ca’_* 4 PDE - Ecdiesteroides
5’AMP Sintesis
proteica

Figura 2. Modelo de interaccion de calcio v cAMP en la produccion de ecdiesteroides por el OY en
Cancer antennarius. La union de la MIH al receptor de membrana activa una anilatociclasa (AC),
elevando los niveles cAMP, que a su vez activa las quinazas que regulan la inhibicién de enzimas
relacionadas con la sintesis de ecdiesteroides a partir del colesterol. Las quinazas afectan la sintesis
proteica de manera negativa. El calcio activa a la fosfodiesterasa que degrada al cAMP,
contrarrestando el efecto de la MIH (Ver Smith y Sedimeier, 1990).
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1.4. MADURACION DE CAMARON EN CAUTIVERIO

La tecnologia de maduracion aplicada actualmentc es una combinacion de
conocimientos transferidos de expertos de Francia, Panamé y Estados Unidos
(Kawahigashi, 1992). Los sistemas implementados consisten basicamente en el
control de parametros ambientales (fotoperiodo, intensidad de luz, ruido, tamafio y
color del tanque, recambio de agua, temperatura y salinidad) y biolégicos (densidad,
relacion hembra-macho, copula natural o inseminacion artificial), la elaboracion de
dietas especiales y el corte unilateral del pedinculo ocular de hembras (ablacién).
Hstos factores aplicados conjuntamente han logrado inducir maduracién, copula,
desoves y produccion de cantidades aceptables de nauplios.

La ablacién ha sido siempre indispensable para asegurar una maduracién precoz de
hembras en cautivenio. La eficiencia de la técnica reside en que ef tallo ocular
contiene hormonas inhibidoras, las cuales luego de la extirpacion se reducen a la
mitad, induciendo la maduracidn. En la mayoria de los departamentos de
maduracion, la ablacion se realiza sin tomar en cuenta el estadio de muda en la que
se encuentran los animales. Se recomienda realizar la ablacién durante la fase de
intermuda para optimizar la eficiencia de la ablacién, pues animales en postmuda
tienden a morir por estrés y en premuda, por cc;nﬂicto entre los dos procesos tardan
en madurar o nunca lo logran.

El ablacionar a las hembras, ademas de alterar el proceso de muda, afecta a otros
procesos hormonales como pulsaciones del corazon, el metabolismo de proteinas v
del azucar, la pigmentacion y osmoregulacion (Beltz, 1988), débido a que también se

han eliminado las hormonas que regulan estos procesos fistoldgicos. Durante el
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periodo seguido a la ablacion, hay un aumento en las demandas metabolicas del
animal, que le es imposible cubrir pues el periodo de maduracion se reduce a 3 dias.
Ademads, se han reportado cierto grado de deformidad en los ovarios, una
disminuci(’)n de la fecundidad o viabilidad de los desoves en las maduraciones
sucesivas, traduciéndose en la necesidad de renovar los animales luego de 4 meses
(Kawahigashi, 1992); también se observan diferencias entre los nauplios y larvas
resultantes comparadas con las del medio natural (Bray y Lawrence, 1992),

De acuerdo a lo descrito, se conoce que el proceso de maduracién se encuentra
regulado por la presencia y ausencia de hormonas especificas. La inhibicion de la
maduracion est4 determinada por la hormona inhibidora de la génada (HIG), cuya
fuente es el pedunculo ocular; su accion principal ocurre durante la vitelogénesis
secundaria, por lo que se la conoce también como hormona inhibidora de la
vitelogénesis (HIV). Esta hormona es sintetizada en el organo X y transi)ortada ala
glandula sinusal donde es almacenada para su liberacion al sistema circulatorio. Su
accion fue descubierta por Panouse (1943), quien observé un desarrollo ovérico
precoz con la ablacion del pedinculo ocular del camaron Paleamon serratus.

Por medio de estudios bioquimicos, 1a HIG ha sido caracterizada como un péptido en
algunos decapodos (Bomirski er al, 1981; Quackenbush y Herrkind, | 1983;
Quackenbush 1989; Kulkami er al, 1991; Ag;uﬂar et al, 1992), su estructura
primaria fue establecida en la langosta Homarus americanus (Soyez ef al., 1991} y
crayfish (Huberman ef al, 1998) revelando semejanzas con otras hormonas que
conforman la familia de neuropéptidos de la glandula sinusal (familia HHC/HIM).
Investigaciones realizadas por Quackenbush y Keeley (1988) sﬁgiéren gue la HIG

regula la sintesis de vitelina, aunque existen datos que aseguran la inhibicién de la
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union de la vitelogenina a la membrana del cocito para su absorcion (Payen en
revision).

Como contraparte, la existencia de una hormona estimuladora de la gonada (HEG) o
de la vitelogénesis (HEV) ha sido propuesta. Investigaciones han demostrado al
cerebro y ganglio toracico de varnas especies de crusticeos como fuentes de un
péptido que desempefia el papel de la HEG. Dichos estudios dieron resultados
positivos por medio del uso de implantes o de la aplicacion de extractos provenientes
de hembras maduras (Hinsch y Bennett, 1979; Takayanagi ef al., 1986; Yano ef a.,
1988; Mohamed y Diwan, 1991; Yano v Wyban, 1992).

Se ha sugenido también al érgano mandibular como el origen de otros factores
estimulantes de la maduracion entre los cuales estin un terpenoide, el farnesoato de
metilo, conocido precursor de la hormona juvenil en insectos, y los esteroides
progesterona, 17o-hidroxiprogesterona y 178- estradiol, generalmenté identificados
en vertebrados (Laufer er al, 1987, 1998; Tsukimura y Kamemoto, 1991; Young ef
al., 1992; Ghosh y Ray, 1993; Quinitio ef al., 1994),

A partir de 1a hipotesis del control que gjercen los neurotrasmisores en la sintesis y/o
secrecion de neurohormonas peptidicas en crustaceos (Fingerman, 1987), estudios
recientes indican que el_ neurotransmisor S-hidroxitriptamina  (5-HT) actda
indirectamente en la maduracion ovérica, es:timulando la liberacion de la HEG
(Richardson ef al., 1991; Kulkarni ez al., 1992; Sarojini et af., 1995),

En adicién al neuropéptido inhibidor de la maduracién se ha aislado un factor con
actividad gonado-estimulatoria de extractos crudos en crayfish (Huberman ef al.,

1998) y cangrejo (Eastman-Reks y Fingerman, 1984).
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Finalmente, opuesto al hecho de que el desarrollo ovérico y desove en camarones
peneidos ocurre durante intermuda (Browdy, 1992), periodo en el F;ual los niveles de
la hormona de la muda son bajos, se ha propuesto que los ecdiesteroides pueden estar
involucrados en la regulacién de Ia vitelogénesis. Estudios revelan la presencia de
20-hdroxiecdisona y ecdisona en ovarios, v un aumento en las concentraciones hasta
que estos tejidos alcanzan su madurez (Lachaise er al., 1981; Wilder ef al, 1991).
Observaciones similares fueron realizadas en Mucrobrachium rosenbergii (Young ef
al., 1993a) y Penaeus vannamei (Chan, 1989) con la variante de que las cantidades
de ecdiesteroides fueron expresadas por peso de ovarios en cada estadio. Sin
embargo, un efecto inverso se establecié en Penaeus monodon (Young ef al., 1993b),
pues las concentraciones de 20-F fue maxima en ovarios inmaduros, disminuyendo

gradualmente hasta el final de 1a vitelogénesis secundaria.
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1.5. ENSAYO DE INMUNOABSORBANCIA DE ENZIMA LIGADA (ELISA)

El ensayo inmunoenzimatico {EIA) consiste en el uso de anticuerpos que pueden
reconocer al antigeno de interés en una mezcla no purificada de antigeno, cuya
reacciOn puede ser detectada por la presencia de una enzima unida al anticuerpo.

El término ELISA (ensayo de inmunoabsorbancia de enzima ligada) se aplica a un
metodo heterogéneo, en el cual la actividad de la enzima adin se mantiene luego de la
reaccion entre el anticuerpo y ¢l antigeno.

Recientemente el método ELISA del tipo competitivo ha sido disefiado para la
cuantificacion de ecdiesteroides en artrépodos (Porcheron er al., 1989; De Reggi ef
al., 1992; Pascual et al, 1995), el cual se resume en el siguiente método de
funcionamiento: El primer anticuerpo (1gG) es adherido a una fase solida (Figura
3.1); posteriormente se adiciona el antigeno de interés que se desea cuantiﬁcar, luego
se agrega otro antigeno marcado con una enzima, estos quedan libres en el medio y
finalmente se agrega el segundo anticuerpo considerado como antisuero que se unird
al primer anticuerpo e identificarda a los antigenos de inferés. Este antisuero
reconocera ambos antigenos, la abundancia del antigeno de interés indicara mayor o
menor grado de union del antigeno marcado (Figura 3.2), lo cual se vera reﬂejﬁdo al
agregar un sustrato a la celda (Figura 3.3), dando un cambio de color por la reaccion
con la enzima. Es decir que, la intensidad de color (grado de reaccién) es
inversamente proporcional a la cantidad del antigeno presente en la celda. La
intensidad del color es leida en un espectrofotometro, obtenig;ndo resultados en
-‘ absorbancias (unidades oOpticas). Los resultados son interpoladbs en la curva

estandar, la cual ha sido sujeta al mismo proceso que las muestras.
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Figura 3. Esquema del protocolo del anilisis de inmunoabsorbancia de enzima ligada para la
determinacion de ecdiesteroides (Porcheron ef af.,, 1989).




2.MATERIALES Y METODOS

2.1 ANIMALES

Reproductores Penaeus vannamei (45 — 70 g.) fueron capturados por pescadores
artesanales en las zonas de Guayas (Ayangue y San Pedro) v Manabi (San
Clemente). Hembras y machos fueron mantenidos en tanques separados de 18 ton. en
el Departamento de Maduracién (CENAIM-ESPOL), con fotoperiodo artificial
(10:14 1), 300% de recambio de agua, a una temperatura de 25 °C en machos y
28.5 °C para hembras ablacionadas. Su régimen alimenticio se basé en dieta fresca
congelada (mejillon, calamar y artemia adulta) al 12% de la biomasa en 4 raciones

diarias.

2.2. CARACTERIZACION DE ECDIESTEROIDES DURANTE LA MUDA Y

MADURACION

2.2.1. Determinacidn de Estadios de muda

Los estadios de muda fueron establecidos segéin Robertson ef af (1987) mediante
corte del uropodo (Figura 4), montado sobre un portaobjeto y observado al

microscopio a 100X,

. Estadio A: Inmediatamente después de la ecdysis, la matriz celular

pigmentada llena completamente las bases setales.
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Hstadio B: la matriz celular se retrac de la bases setales y se reconoce

facilmente el espacio presente.
. Estadio C: La matriz esta ausente de las bases setales y el pigmento aparece
formando una linea de la epidermis en las bases de los nodos setales.

. Estadio Dy-Dy: El pigmento se refrae de las bases de los nodos, separandose

de la vieja cuticula.

. Estadio D,-Ds: El pigmento se retrae mas y se observa el desarrollo de nuevas

setas.

Figura 4. Estadios de muda (Robertson ef al., 1987) por observacién de seccion de urdpodos.
2.2.2 Extraccién de hemolinfa

Para la extraccion de hemolinfa se utilizaron jeringuillas descartables de 1 ml
(Insulin Syringe 26 G 1/2) enjuagadas con anticoagulante (Citrato de sodio al 10% a
4 °C). La hemolinfa fue extraida del primer segmento_abdominal, regién ventral

(membrana artropoidal) del animal, transferida a microtub'os (1 ml polyprop,
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Cambridge Scientific, Co.), centrifugada a 4.000 r.p.m. por 5 minutos a 4 °C. Se

separd el sobrenadante y se almacené a -20 °C hasta su analisis.

2.2.3 Diseccidén de 6rganos “Y”

Una vez tomada la muestra de hemolinfa, se colocé el animal en agua salada con
hielo por 5 mimutos, para desacelerar el metabolismo. Luego se realizé un corte,
separando el cefalotérax del abdomen; un segundo corte longitudinal desde la region
dorsal a la ventral, que lo divide en dos mitades iguales. Sobre una bandeja pequefia
de metal con agua de mar (4 °C), se fijé a una almohadilla de caucho una de las
secciones colocando la parte del exoesqueleto hacia abajo. Seguidamente se separ6 el
otro lado hacia at’fés (branquias y peridépodos) y se sujeté con agujas a la almohadilla
ambos lados, de manera que quedd expuesta la epidermis que recubre. la regiéon
branquial. Se realizé un corte siguiendo la linea de unién de la epidermis con el
exoesqueleto que cubre la camara branquial desde donde nace el branquiopodito
hasta un nervio que se observa transversalmente (Figura 6); luego se completé el
corte hacia arriba y en los extremos en forma de un rectangulo. Finalménte se
transfirio la fina pelicula de tejido a un rnicrotubo\ con agua de mar estéril (4 °C), por
10 minutos, para su estabilizacion previa a la incubacién al medio de cultivo o en

metanol para su analisis.
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Figura 5. Localizacién del drgano Y en el camaron P. indicus ( Vijayan et al., 1993 ). A vista lateral
de la posicion del érgano Y en relacion con los milsculos adyacentes. B: Vista de la seccion
transversal de la parte anterior del cefalotorax.

2.2.4. Proceso de Maduracion

2241, Determinaci(’)_n de estadios de desarrollo gonadal

Los estadios de desarroilo ovérico fueron estimados por observacion externa de
acuerdo con el siguiente esquema:

Estadio I El ovario se presenta transparente sin distincién de los bordes (figura 6.1).
Estadio II: El ovario se hace visible como una lﬁna linea opaca a lo largo del eje
dorsal central (figura 6.2).

Estadio III: El ovario se observa un poco engrosado, respecto al estadio anterior

(figura 6.3).

.

Estadio IV: El ovario se ve abultado y opaco, y se puede diétinguir sus bordes

(figura 6.4).
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Estadio V: El ovario estan totalmente abultado y muy opaco.

3. Vista interna de ovario en estadio 11 4, Vista interna de ovario en estadio IV

Figura 6. Vista interna de ovarios de especie peneida en diferentes estadios de madurez.

2.2.4.2. Extraccion de Qvarios

Se colocé el animal en agua de mar (4 °C) para disminuir su metabolistno durante 10
minutos. Luego se elimind la cuticula que cubre la‘cémara branquial y se corto la
membrana que cubre el corazén, de manera muy superficial se levanté el
exoesqqeleto hacia adelante, cortando los cordones musculares laterales. Se elimind
el corazén y se localizé tos Iobutos del ovario, los mismos que fueron extraidos con
cuidado de no forzar el tejido. Para extraer el cordon del ovario de la region
abdominal se cortd dorsalmente por el centro del abdomen siguien&o 1a linea del

intestino hasta aproximarse al seccum, se levanto el cordon separando el misculo.




2.3. EFECTO DE NEUROPEPTIDOS SOBRE ORGANOS “Y»

2.3.1. Extraccién de CNS y neuropéptidos

Para la diseccion del cerebro se climinaron el hepatopancreas y estomago asi como el
exoesqueleto del cefalotorax y los pedanculos oculares desde 1a base, justo debajo de
los cuales se encuentra el cerebro. A continuacion se extrajo el ganglio toracico por
la regién ventral del cefalotérax (base de los pledpodos) v el cordon nervioso en ¢l
abdomen.

Estos tejidos fueron homogeneizados en una solucit_"m metanolica (metanol agua y
acido acético (90:9:1)), sonicados y centrifugados a 8.000 r.p.m. durante 10 minuios
a4 °C. Se separ6 el sobrenadante, se resuspendié el pellet y se repitio el ﬁroceso. Se
juntaron los dos sobrenadantes y se evapord completamente el metanol en el
rotavapor. Luego se transfirié el sobrenadante a tubos de polipropileno v se adiciond
un volumen igual de acetato de etilo, se agité por 5 minutos y centrifugd a 13.000
r.p.m. por 10 minutos a 4 °C. Se eliminé la capa superior dejando la fase acuosa con
los neuropéptidos. Se adiciond un volumen igual de »-hexano a la capa aéuosa
restante en el tubo, se centrifuéé y recuperd la ca;pa inferior, de la que se extrajo
completamente el remanente de #-hexano por rotavaporacion.

Colum.nas C18 Varian Mega Bond fueron enjuagadas con 25 ml de solucion
acetonitrilo al 90% y 0.1% de TFA, posteriormente con 25 ml de agua mih Qy0.1%

TFA, antes de su uso.
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Seguidamente se agregd las muestras a las columnas C18 filtrandolas primero por un
cartucho milipore 0.5 pm vy se dejo pasar a las columnas. No se conservé el efluente.
Se realizé un lavado con 25 ml de agua mili Q 0.1% TFA (no recoger efluente).
Finalmente se separd los neuropéptidos, enjuagando con 25 ml de solucidn de
acetomtrilo al 50% y 0.1% de TFA, se recolecto el efluente (extracto de SN 50%
AcN), vy se efectud un segundo lavado con 25 mli de solucion de acetonitrilo al 80% y
0.1% TFA, recolectandose el efluente {(extracto de SN 80% AcN) también. Las dos
fracciones (50 % AcN y 80% AcN) fueron liofilizadas por separado v almacenadas a

-20 °C.

© 2.3.2 Cultivo in vitro_Organos "Y"

2.3.2.1. Metodologia

Luego de mantener los tejidos en agua de mar estéril a 4 °C, durante un minimo de
10 minutos para que el tejido se estabilice luego de la diseccion, se transfiri6 a tubos
de vidrio con 200 ul de medio de cultivo M199 y se incubé por 5 horas a temperatura
ambiente en agitacion continua. Los tejidos fugron cambiados a nuevos tubos con

medio de cultivo fresco cada hora. Se almacenaron las muestras a -20 °C.

2.3.2.2. Efecto de extractos de SNC en érganos "Y"

v

Los extractos cerebrales correspondientes a hembras maduras ¢ inmaduras

(fracciones de 50 % AcN y 80% AcN) liofilizadas (ver prepa;raci(')n en seccion 2.3.1),
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fueron resuspendidas en 150 pl de agua destilada. Los érganos Y disectados luego de
ser mantenidos en agua de mar a 4 °C por 10 minutos, fueron transferidos a tubos de
vidrio con 200 pl de medio M199 e incubados por una hora. Luego ambos tejidos
pasaron a segundos tubos con medio de cultivo fresco, uno de ellos con 7.5 ul (5
equivalentes de SN) de extracto de cerebro y el complementario actué como control.
Se incubd a temperatura ambiente por 2 horas, con ligera agitacién, Cada par de
organos fue cambiado a terceros tubos con medio fresco e incubados por una hora
mas, después de la cual los tejidos fueron retirados y las muestras de medio de
cultivo fueron almacenadas a -20 °C hasta el analisis.

Se determinG los ecdiesteroides presentes en los medios de cultivo y los resultados
fueron expresados como la tasa o relacidn existente entre la pareja de Organos
(6rgano estimulado vs. control) a cada hora y se evalué el efecto de los extractos,
relacionando la tasa correspondiente a la produccién durante la tercefa hora de

cultivo con la tasa de produccion de Ia primera hora.

VA
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2.4. ENSAYO DE INMUNQOABSORBANCIA COMPETITIVA CON ENZIMA

LIGADA (ELISA)

2.4.1, Curva Estindar

Se utilizaron los ecdiesteroides ecdysone (E) y 20-hydroxyecdysone (20-E) no
marcados (SIGMA, St. Louis, MO USA), como estandares. A cada uno se le agregd
1 ml de agua mili Q y 1 ml de etanol (98%). Luego se prepararon diluciones 1:10 y
1:100 de cada estandar. Posteriormente las diluciones fueron leidas en el
espectrofotdmetro  de absorcién uv. visible (Schimadzu, modelo 1601),
estableciéndose la longitud de onda de mayor absorcion y las concentraciones de
cada solucion, por medio de la férmula C = Abs./10300 para 20-E y 11600 para E.

A partir de las diluciones 1:10 de E (1.05 x 10-* M) y 20-E (1.469 x 16'4 M) se
prepararon soluciones 10-6 M, con tampén de fosfato 0.1 M. Los volimenes
resuitantes fueron distribuidos en microtubos eppendorf (150 pl ¢/u) y almacenados a

0°C.
2.4.2, Procedimiento
Para la preparacion de la curva estandar se llend 11 microtubos con tampdn de

fosfato 0.1 M, o medio de cultivo, 6 de ellos con 170 ul, los'5 restantes con 360 pl y

fueron ordenados en forma alternada (Figura 7). Se agrego 80 pl de solucion 10-6 M
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(alicuota) al microtubo A (170 pl de tampon) y 40 ul al microtubo B (360 pl de
tampon), luego se sometié a vortex. Los microtubos C y D recibieron 80 pl y 40
de la solucion del microtubo B, respectivamente. Se repitid el proceso hasta

completar los 11 muestras, obteniéndose un rango concentraciones finales de 107 a

10-12 M.

40 ul 40 pl

TVOVOVO TTT W@

Eo20E B E F G H 1 J K
10° M A ¢ D

(150l 1708l 360u 170, 360wl 170ul 360l 170wl 360ul 1704l 3604l 1704

3.13x 107 M
1.00 % 107 M
313 % 16° M
1.00 x 10°M
3.13x 10°M
1.00 x 10° M
313 % 100 M
1.00 x 107°°M
313 x 107 M
1.00 x 107' M
313 x 1012 M

Figura 7. Diagrama de preparacion de curva estandar de ecdiestercides. Los volimenes indicados
debajo de las letras son las cantidades de solucién tampén o medio de cultivo utilizade en las
diluciones. Valores indicados en parte inferior son las concentraciones finales del estandar preparado.

a) “Coating” de placas ELISA.

Se preparé una solucion de recubrimiento para 15 placas con una dilucion 1:1000 del
primer anticuerpo (GAR, donado por universidad de Leuven, Bélgica) en 15 ml de
tampon fosfato 1 M pH 7.4 y 285 ml de agua mili Q. Se distribuy6. 200 ul de la

mezcla por celda de las microplacas (Nunc-}mmunoTM plate, maxisorp™ surface) y
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se incubaron a temperatura ambiente por 24 horas. Se agregd 100 ul por celda de una
solucion de BSA (0.45 g en 150 ml agua mili Q) y las microplacas se mantuvieron a

4 °C por lo menos 12 horas antes de su uso.

b) Lavado de microplaca

Se eliminé el contenido de la placa previamente incubada y se lavo 5 veces con 200
ul de solucién de lavado (0.01 M de tampon de fosfato con 0.05 % de Tween 20),

por celda.

¢) Preparacion de curva estandar

Se prepard una curva estandar con tampdn de fosfato 0.1 M para el analisis de
hemolinfa o con medio de cultivo M199 en el caso de la determinacion de

ecdiesteroides producidos por los drganos Y cultivados in vifro (ver seccion 2.4.4).

d) Solucién de anticuerpo y fracer enzimatico

Se empled tracer (rastreador) enzimatico succinyl-20 hidroxyecdysone ligado a la
peroxidasa donado por Dr. Jean Paul Delbeque (Dijon, Francia) y anticuerpo anti 20-
E de conejo (AS4919) donado por Patrick Porcheron, Universidad Pierre et Maric
Curie (Paris, Francia). .

TLA

La solucidén madre de anticuerpo (6 pl) fue diluida 1:100 con tampdn de fosfato 0.1

M y distribuida en alicuotas de 100 pl. Se almacenaron a 4 °C.
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Al momento del analisis, se preparé una dilucion 1:1000 a partir de una alicuota de
anticuerpo (5 ul) con tampoén de fosfato 0.1 y una solucion de tracer (13 pl de stock y
5 ml de tampén). Las diluciones fueron realizadas en tubos de vidrio y almacenadas a

4 °C para uso inmediato.
¢) Incubacion

La celdas de la microplaca se llenaron por duplicado en el siguiente orden: con los
estandares, 50 ul cada uno; seguido de las muestras, 50 pl; finalmente dos celdas con
50 pl de tampon (0.1 M) como control de 100% de union, y dos celdas con 100 pl de
tampo6n (0.1 M) como control de ruido de fondo o blanco. Luego se agregd 50 pl de
tracer enzimatico y 50 ul por celda de anticuerpo AS4919 a todas las celdas excepto
a las correspondientes al blanco. |

Para la reaccidon inmunolégica, la microplaca se incubd por 2 horas en agitacion

continua a 70 r.p.m. (agitador Stuart Scientific) a temperatura ambiente.

) Reaccidn enzimatica

Se lavo nuevamente la microplaca (ver paso b de esta seccion), luego se adiciond 200
ul por celda de la mezcla de reactivo de coloracién (ver anexo), y se dejo en

agitacion continua para el desarrollo de la reaccién por 50 minutos.
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g) Lectura v analisis

Finalmente se ley6 la microplaca en espectrofotémetro BIOCHRAMIT a 620 nm. La
informacion obtenida se transformé utilizando la férmula [S - (B) + Bo ] x 100 0o [M
- (B) + Bo), donde B es igual a la absorbancia del blanco, S es igual a la absorbancia
del estandar y Bo es igual a la absorbancia del control de 100% de unién. Se grafico
la curva estandar con las concentraciones de ecdiesteroides (logaritmo base 10) en la
abscisa versus B/Bo en la ordenada. Los datos fueron iinearizados y la formula

resultante fue utilizada para el procesamiento de los datos de las muestras.

2.4.3. Tratamiento de muestras

> Para determinar la cantidad de ecdiesteroides presentes en los érganos Y, los
tejidos fueron homogenizados en metanol (500 ul) dos veces, los dos
sobrenadantes juntos fueron liofilizados. Se almacend a -80 °C hasta su analisis.

Los ovarios disectados en diferentes estadios de madurez fueron almacenados en

A\

>

tubos de vidrio con metanol (99 %) a -20 °C. Luego se maceraron
homo;genizar()n y centrifugaron a 4000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C. Se recuperd
¢l sobrenadante, se resuspendi6 el pellet en metanol, v se repitié el proceso. De
los dos sobrenadantes juntos se eliminé el metanol por liofilizacién. Las muestras
se mantuvieron a -20 °C.

> Por otra parte se analizé muestras de hemolinfa en diferentes estadios de muda.

Se comparo varios tratamientos:
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a) Extraccion con anticoagulante: Se empled jeringas con 70 pl de citrato de
sodio al 10% a 4 °C, se extrajo 200 pl de plasma de cada animal, 100 ul de
plasma fue tratada con metanol (1:4 v:v), dos veces, se separé los sobrenadantes,
estos y los 100 i restantes se almacenaron a -20 °C.

b) Extraccién con jeringa con y sin enjuague de anticoagulante: Los plasmas

fueron almacenados a -20 °C.

2.4.4. Estandarizacion de la técnica, deteccionde los niveles de hormona en el

hemolinfa

Siendo el Andlisis de inmunoabsorbancia competitiva de enzima ligada una nueva
técnica a usarse, se establecié modificaciones en la metodologia con la finalidad de
ser aplicable en nuestra investigacion.

Se corrieron analisis con los dos estdndares de ecdiesteroides (E y 2Q-E), para
determinar el grado de reconocimiento del anticuerpo junto con el tracer de las dos
moléculas. Fue necesario definir la longitud de onda a utilizar para la lectura de las
placas, debido a que el equipo disponible no posee los rangos de lectura
recomendados para la enzima —sustrato empleado. Tambien se tuvo que establécer el
tiempo de reaccion. Las longitudes de ondas probadas fueron de 620 nm y 690 nm
después de 20 y 50 minutos de reaccién.

En la grafica de la curva estindar se restringio el uso de los valores mayores

correspondientes a las concentraciones 1.00 x {0l Y




3. RESULTADOS

3.1. Estandarizacién del analisis de inmunoabsorbancia de enzima ligada

Se utilizo el analisis de inmunoabsorbancia de enzima ligada a la peroxidasa para
cuantificar los ecdiesteroides presentes en hemolinfa, medio de cultivo, érganos Y y
ovarios. Debido a que la técnica no estaba implementada en CENAIM al momento, fue
necesario implementar la metodologia, para lo cual se realizaron algunas
modificaciones. El anticuerpo AS4919 junto con el tracer utilizado para el analisis de los
ecdiestercides reconoce moléculas de 20-hidroxiecdisona en mayor grado que de
3-deoxiecdisona y ecdisona ( 200, 700 y 800 fmol respectivamente, fueron necesarios
para obtener un 50% de unidn anticuerpo-antigeno). El equipo de lectura
(espectrofotometro) no diS};;one del rango de longitud de onda requerido (660 ﬁm) para
¢l método empleado, para lo cual se realizaron pruebas a 620 y 690 nm, a 30 y 50
minutos de reaccion. Se observo mayor reacciéon enzimdatica en las lecturas ref;llizadas
después de 50 minutos a una longitud de onda de 620 7mm, estableciéndose esas
condiciones para futuros andlisis.

Con respecto al protocolo de preparacién de estandares, éstos se prepararon en tampoén
para lecturas directas de muestras de hemolinfa y muesﬁas liofilizadas resuspendidas en
tampon (ovarios y OY), y se diluyé en medio de cultivo M199 para muestras resultantes

de cultivos in vitro.
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3.2. Tratamiento de muestras

De acuerdo a las referencias bibliograficas consultadas, existen varias maneras de
procesar los diferentes tipos de muestras para la determinacion de los ecdiesteroides. Las
muestras pueden ser leidas directamente (hemolinfa v medio de cultivo), o realizando
una extraccion de ecdiesteroides con metanol (hemolinfa, ovarios, medio de cultivo,
OY). Para el caso de la hemolinfa, las muestras tomadas con Jjeringas enjuagadas con
citrato de sodio al 10% (no diluidas), centrifugadas a 4 °C al momento, almacenadas a
—20 °C vy analizadas directamente mosiraron mejores resuitados que la extracciéon con
metanol, evaporacion al vacio y resuspension en tampén. De manera similar sucedié con
los andlisis de los medios del cultivo in vitro de organos Y, los cuales se analizaron de
manera directa, colocando ¢l medio de cultivo directamente en la placa de analisis. El
determinante para esta seleccién de protocolo fue la pérdida parcial de ecdieéteroides al
momento de la extraccion y liofilizacién (datos no mostrados) resultando una
disminucién del 50% de las concentraciones. |

En el caso de determinaciones de ecdiesteroides para Organos es obvia la necesidad de
métodos de extraccion. La determinacion de ecdiesteroides a partir de ovarios se logro
con la maceracion del tejido en metanol, centrifugacion, separacion y evaporacion del
sdbrenandante; se procesa de manera total debido a la necesidad de conocer el contenido
de ecdiesteroides presentes en un drgano completo.

Las cantidades de ecdiesteroides detectadas en las muestras fueron expresadas en ng

equivalentes de 20-hidroxiecdisona/ml para hemolinfa Yy Mg equivalentes de 20-

=

hidroxiecdisona/6rgano para los ovarios y OY.
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3.3. Caracterizacién de ecdiesteroides durante la muda

3.3.1. Niveles de ecdiesteroides en hemolinfa

Con el objetivo de caracterizar las concentraciones de ecdiesteroides durante la muda y
como parte de la estandarizacién del método ELISA para ecdiesteroides, y verificar la
eficiencia del método en la identificacion de diferentes niveles de ecdiesteroides, se
determinaron los niveles de 20-F en diferentes estadios de muda en la hemolinfa de
reproductores. Se observé que durante la postmuda (estadios A-B) e intermuda {estadio
C) los niveles de 20-E eran bajos (4.29 £ 3.1_2 Mg 20-E/ml), en comparacién con estadios
posteriores (Figura 8). Estos niveles comienzan a elevarse en la premuda (estadio Dy
18.56 + 13.19 ng 20-E/ml) hasta alcanzar un Maximo eﬁ el estadio Dy (58.6 + 3524 ng
20-E/ml), luego de 1o cual se observa una pequedia disminucién en los niveles fnomentos
antes de la muda (Dy3). De esta manera se confirma que el método de analisis de

ecdiesteroides siendo utilizado es eficiente y sensible a cambios fisiologicos durante la

muda.
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Figura 8. Concentraciones de ecdiesteroides en hemolinfa de reproductores machos P. vannamei durante
el ciclo de muda. Cada punto representa lamedia + desviacion estandar. Letras similares en parte superior
de las bamas de desviacién estandar indican las diferencias significativas determinadas por la Prueba F
Scheffe (P< 0.001)

3.3.2 Produccion de ecdiesteroides por drganos Y cultivados in vitro

Previo a la determinacion de la cinética de produccién de ecdiesteroides por parté de los
Organos Y cultivados in vitre, se evalud las concentraciones presentes en organos Y
antes det cultivo para cada estadio de muda. Se observd que los drganos Y en intermuda
(estadio C) y premuda temprana (estadio Do) contenian mayores concentraciones que
aquellos en postmuda (estadio A y B (ver tabla I,

Para establecer la viabilidad del tejido in vitro, los 6rganos complementarios a los
utilizados. en la extraccién anterior, fueron sometidos & un cultivo durante cinco horas,

determinandose la cantidad de 20-E producidos a cada hora de incubacién. Los érganos
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Y en estadio C y Dy produjeron mayores concentraciones de ecdiesteroides que los
organos en estadio A y B.

Los valores obtenidos para cada hora de cultivo al ser sumados resultaron mayores a los
valores obtenidos previo al cultivo, indicando que el érgano es viable en cultivo, es decir
capaz de producir ecdiesteroides bajo condiciones de cultivo v no se trata de una

liberacion de ecdiesteroides presentes en el organo al momento de 1a diseccién.

Tabla 1. Concentracion de 20 hidroxiecdisona por 6rgano Y, inicial y luego de 5 hormas de incubacitn. Los
Organos Y pertenecen a un mismo animal por estadio de muda.

Estadio Inicial Cultivo 5 horas
de muda ng 20-E/0Yv ng 20-EIQY
A "0.0189 0.0274
B 0.0360 ' 0.0488
B 0.0144 0.0816¢
C 0.0531 0.1341
c 0.0381 0.1365
C-Do 0.0580 ¢.1371
C-Do 0.0449 0.0922
Do 0.0449 0.1896

Temendo una respuesta positiva de los tejidos en cultivo in vitre, Organos Y de
reproductores para cada estadio de muda fueron disectados ¢ incubados durante § horas
en medio M199, a partir del cual se determind las cantidades de ecdiesteroides
sintetizadas. Los organos cultivados mostraron diferentes patrones de secrecion. Los
estadios A, B, C v Dg,’postmuda, mtermuda y premuda temprana respectivamente,
mostraron menor rango de liberacién desde el inicio de cultivo (0.27 ﬁg — (.81 ng/0OY).

Los Organos de animales en premuda, D; v Dy; fueron mas activos, produciendo un

i

total de 3.52 ng y 6.54 ng/OY respectivamente (Figura 9).
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Se pudo observar que las concentraciones de ecdiesteroides en organos Y

complementarios no eran iguales, sin embargo la tendencia de producciodn si fue similar.

—&— ABC (1)
—8-—ABC (2)
- CPo (1)
—3—CDo (2)
—3—Do (1)
~8—Do (2)
—+—D1 (1)
—_—D1(2)
——T32.3 (1
i D23 (2)

ng 28-E/0Y

Tiempo de imcubacitn (horas)

Figura 9. Concentracién de 20-E por QY cultivado in vifre durante 5 homs en los diferentes estadios de
tuda. Se indica los valores de fos dos drganos por separado {n=4 2 11 animales utilizados por.estadio).
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3.4. Caracterizacién de ecdiestereides durante la maduracion
Postulada la hipétesis de que los ecdiesteroides potencialmente juegan un rol dentro del

proceso de maduracidn ovdrica en crustidceos, se procedio a2 caracterizar las

concentraciones de ecdiesteroides en hemolinfa y ovarios durante el desarrollo gonadal
de hembras P. vannamei. Paralelamente para cada estadio de madurez se determiné el
estadio de muda, por medio de la visualizacion de una muestra de urépodo.

Las concentraciones de ecdiesteroides en los ovarios fluctuaron entre 4.08 y 6.6 ng de

ecdiesteroides/ovario para estadios 0 a 3; no se reflejo un aumento en las

concentraciones de ecdiesteroides en relacion con el desarrollo gonadal (Figura 10).

16
14
12
10

@ ng 20-Efovario
B ng 20-Efml

ng 20-E

o o jotlor; 1122 2323 3

Estadios de madurez y muda

Figura 10. Comparacion de los niveles de ecdiesteroides en ovatios (rjg/ovario) y hemolinfa {ng/mi) en
diferentes estadios de madurez. Estadio 0 corresponde a hembras inmaduras, estadio 0-1 hembras
vitglogénicas, estadio 1 al 3 para hembras en proceso de vitelogénesis.
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Al expresar los valores de ecdiesteroides obtenidos por gramo de ovario se obtiene un
méximo de 20.9 ng ecdiesteroides/g en ovarios inmaduros, seguido de una disminucion

gradual de niveles a medida gue avanza el desarrollo gonadal (figura 11).

ng ecdiesteroides/g

Estadios de madurez ovirica

Figura 11. Niveles de ecdiesteroides por gramo de ovario para distintos estadios de madurez ovirica. Se
indica el valor promedio v desviacién estandar por punto,

Las concentraciones de ecdiesteroides obtenidas para los organos Y cultivados in vitro
(Figura 12) al tener en cuenta el estadio de muda en el que se encontraban, presentan nn

patron de comportamiento similar a los niveles establecidos previamente para el ciclo de

muda y no relacionados con la maduracion.

N
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AcN de hembras madura e inmadura. Los extractos de 50% de AcN madura produjeron
una estimulacion en mayor grado que 50% inmadura en los estadios AB, Do, Dy, Dy v
Dy, mientras que el extracto 50% mmadura superd al 50% madura en los estadios C y
Dy’. En el estadio Do el extracto de 80% AcN madura obtuvo una mayor estimulacion
que los extractos de 50% de hembras maduras e inmaduras. En general, los érganos Y en
estadios C, Dy y D; fueron mas sensible a la accion de los extractos gue los otros
estadios de muda. Para encontrar diferencia entre fos tratamientos con los extractos, los
valores correspondientes a las tasas fueron analizados por la prueba F LSD con una P <
0.05, con lo cual se determinG que el extracto 50% AcN de hembras maduras ocasioné

las maximas estimulaciones en los estadios Dy y Dy

B Madura 30% AN
Rimmadura 50% AcN
AMadura 80% AcN
B Tamadura 80% AcN

tasa promedio de estimulacidén

Estadios de muda

Figura 13. Tasas de estimulacién de extractos de hembras maduras e inmaduras en la sintesis de
ecdiesteroides producidos por drganos Y en diferentes estadios de muda. Las letras repetidas sobre las
baras indican no diferencias significativas por prueba F de LSD con P < 0.05. Estadic A/B: postmuda,
estadio C, intermuda; estadio Dy, premuda temprana, Dy, Dy y D), premuda'y estadio Dy, premuda
tardia, B




DISCUSION

Parte de este trabajo tuvo como objetivo la caracterizacion de ecdiesteroides durante
el ciclo de muda, al igual que la determinacion de tasa de produccién de
ecdiesteroides por parte de los drganos Y, con miras a estudios para su eventual
regulacion.

El ciclo de muda en los crustdceos estd caracterizado por diferentes eventos
morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos. Dichos eventos son regulados
hormonalmente por los ecdiesteroides (Spindler ef al., 1980), sintetizados por los
6rganos Y y liberados en la hemolinfa (Bollenbaher y O” Connor, 1973; Chang y
O’Connnor, 1977). Se conoce que la ecdisona es uno de los principales productos de
secrecion de dOrganos Y pero no el anico, éste se encuentra acompaﬁadd_de otros
ecdiesteroides que varian segin la especie; se ha detectado la producciéh de 25-
deoxiecdisona en el 6rgano Y del cangrejo Carcinus maenas (Lachaise et al., 1986),
la 3- dehidroecdisona en el cangrejo Cancer antennarius (Spaziani et al., 1989), en
el crayfish Procambarus clarkii (Sonobe, ef al., 1991) y en el camarén Pengeus
vannamel (Blais ef al., 1993). Estas moléculas al contacto con tejido periférico al
organo Y, como la epidermis (Skinner, 1985‘) son transformadas en 20-
hidroxiecdisona, ecdiesteroide de predominante circulacion en la hemolinfa y
ponasterona A, para luego ser transportadas hasta 6rganos objetivos a través del
sistema circulatorio. En este Vestudio trabajamos con el anticuerpo AS4919 y la
medicién de 20-E. Se eligio expresar los resultados equivalentes a 20-E en
hemolinfa, por ser el ecdiesteroide predominante en la hemolinfé en la mayoria de

los crustaceos estudiados y en OY, puesto que no se podia disectar el drgano Y sin
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parte de tepido epidérmico, que es responsable de Ia transformacion de ecdisona a 20-
E en el cultivo de drgano Y in vitro. Por lo consiguiente se justifica el uso del
anticuerpo junto con el tracer, los cuales tienen mayor especificidad por moléculas
de 20-E que para otros ecdiesteroides.

Durante el ciclo de muda, se observé que los niveles de 20-E en lﬁ hemolinfa
comienzan a elevarse durante la premuda (Do: 18.56 + 13.19 ng de 20-E /ml) hasta
alcanzar un maximo en estadio D; (58.6 + 35.24 ng de 20-E /ml), seguido de un
descenso en el estadio D,3; los estadios AB correspondientes a la postmuda fueron
agrupados pues mostraron niveles bajos equivalentes, con un promedio de 4.29 +
3.12 mg 20-E/ml, hasta la intermuda (estadio C). Las concentraciones encontradas en
nuestro estudio en adultos son similares a las establecidas en juveniles P. vannamei
(Blais ef al., 1993) durante la intermuda (9.2 + 2.3 ng equivalentes de 20-E /ml) y
premuda {estadio Do: 14.9 + 2.5 ng/ml), sin embargo ellos observaron ﬁna mayor
concentracidn en el estadio Dy (375 + 73 mg equivalentes de 20-E /ml) en
comparacion con nuestros resultados. Por otra parte, Chan ef al. (1988), determiné
también para juveniles P. varnamei ain mayores concentraciones para todos los
estadios de muda, pero con la variante de que sus valores fueron expresados en ng
equivalentes de ecdisona/ml. Estas diferencias pueden ser debido a que ellos
describieron subestadios en el estadio D; o por@ue pueden haber utilizado un
anticuerpo que reconoce otros ecdiesteroides, a mas de 20-E en el analisis RIA. Los
niveles de ecdiesteroides en hemolinfa han sido caracterizados en varias especies de
crustaceos como en P. monodon (Kuo ef al., 1996), en i.os cah_g_)'ejos Gecarninus

lateralis (MacCarhy ef al., 1977) y Uca pugilator (Hopkins, 1983), en la langosta
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Homarus americanus (Chang y Bruce, 1980), en general estas concentraciones
describen un aumento durante la premuda (estadio Dy), un méximo en D; vy
disminuciones previas a la exuviacion (estadio D,.), lo cual se ha podido determinar
en nuestra investigacion. Este incremento en los niveles de ecdiesteroides en Dy se
asocia al inicio de la separacidn del viejo exoesqueleto, y la intervencion de los
ecdiesteroides en la sintesis de varias proteinas involucradas en la formacion de la
nueva epicuticula. Luego las disminucioﬁes ¢en la concentraciones de ecdiesteroides
en estadio Dy justo antes de la exuviacion pueden ser debido a que concluye la
formacion de la nueva epidermis, preparando al animal para el desprendimiento del
exoesqueleto anterior,

En base a experiencias en el establecimiento de la funcién del organo Y en el
proceso de muda en otras especies de crusticeos, a través de cultivo in vitro, se
afirma la estrecha correlacion entre la variacién de los niveles de ecdiesteré)ides enla
hemolinfa y las concentraciones producidas por los 6rganos Y (Keller y Schmid,
1979; Sonobe er al., 1991; Blais ef al., 1994). Luego de comprobar la viabilidad de
los tejidos in vitro, comparamos la cinética de produccién de ecdiesteroides en
cultivo por 6rganos Y con las concentraciones en la hemolinfa, observandose una
variacion proporcional en ambos casos durante el ciclo de muda. Por ejemplo, en el
estadio D; y D, los niveles en la hemolinfa son :elevados, lo que sugiere que los
organos Y estdn produciendo grandes cantidades de ecdiesteroides, lo que se ve
refley ado en las concentraciones en el medio de cultivo en la primera hora de cultivo
y los valores acumulados. Estudios citolégicos realizados en organos Y en Penaeus
indicus, registraron un aumento de tamafio en las células de los 6rgaﬁos Y durante la

premuda y una disminucion en ia postmuda e intermuda, eventos asociados con la
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actividad secretora de estos tejidos (Vijayan et al., 1993); a nivel morfologico se
determiné que los 6rganos Y no poseen lugares de almacenamiento, de esta manera
la 20-hidroxiecdisona sintetizada es liberada directamente a sistema circulatorio
(Spindler et al., 1980), reafirmando el hecho de que las concentraciones y valores
maximos en la hemolinfa coinciden con los méximos de produccién de 6rganos Y.
Ademds, debemos indicar que a pesar de que cada par de Organos evaluados en todos
los estadios de muda no produjeron cantidades equivalentes, siguieron tendencias
similares dentro de cada estadio. Esto se puede atribuir a una posible produccion
alternada entre los organos Y de un animal durante su ciclo de muda o a efectos
ocasionados por el corte de mayor porcioén de tejido epidérmico durante la diseccion
de los organos Y.

En algunas especies de crusticeos se ha asignado a los ecdiesteroides un rol en la
maduracion, debido a la analogias endocrinologicas demostradas con loé insectos
(Bownes, 1989), en los cuales los ecdiesteroides intervienen en ambos procesos,
muda y reproduccion. En estos artropodos, los ecdiesteroides son sintetizados por la
glandula protorécica durante el desarrollo postembrionario para muda. Esta glandula
sufre una degeneracion, luego de que los animales pasan la metamorfosis a etapa
adulta, en donde los ovarios son productores de ecdiesteroides y e’stosr soﬁ
metabolizados por los huevos en su proceso de des;u’rollo (Downer y Laufer, 1983).
Con este esquema en mente, s¢ quiso determinar la posible influencia de los
ecdiestéroides e¢n la maduracién de camarones, para la cual se determingé los niveles
de ecdiesteroides en ovarios en diferentes estadios. de :maduraci(’)n. Las

VA

concentraciones de 20-hidroxiecdisona expresadas en ng equivalentes por ovario se

mantuvieron constante a lo largo del deéarro_ilo gonadal (5.76 + 0.53 ng 20-E
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/ovario) y los niveles en la hemolinfa no aumentaron de acuerdo con la maduracién.
Esto nos lleva a concluir que los ecdiestercides no Jjuegan un rol en I.a maduracion P.
vannamei. Partiendo del hecho que el ciclo de muda de esta especie en su etapa
adulta es antagénico al proceso reproductivo, por ser de télico abierto, hembras
maduras estardn en intermuda o premuda. Al no registrarse concentraciones de
ecdiesteroides mayores en ovarios a las determinadas en la hemolinfa en estos
estadios de muda, podria deducirse que ¢stos son el resultado de una contaminacién
de los ecdiesteroides circulantes en la hemolinfa, pues coiﬁciden con los niveles
correspondientes a los estadios de muda respectivas.

Valores reportados por Chan (1989) también en P. vannamei describen niveles bajos
(74 * 45 ng equivalentes de ecdisona/ovarios) durante el estadio . 1, pero un
aumento acelerado en los estadios IV Yy V, cuando las concentraciones son
expresadas por ovario; sin embargo, cuando son representados en térrnin(; de niveles
de proteina total las concentraciones son mayores en ovarios inmaduros. El motivo
de la elevada presencia de ecdiesteroides en ovarios maduros (Chan,1989), que
asciende a 0.45 mg/mg proteina en estadios IV y V., podria residir en que el ovario es
el origen mismo de los ecdiesteroides. Hasta el momento solo se conoce que el
6rgano Y es la nica fuente de ecdisona, Chan (1989) observé un efecto inhibitorio
en la sintesis protéica en los bvarios maduros, al agregar 20-hidroxiecdisona en
cultivos in vitro de ovario, lo cual no concuerda con sus previas observaciones, pero
si corrobora nuestros resultados.

En Macrobrachium rosenbergii (Young ef al,, 1993) se ha demosiirado un aumento
en los niveles de ecdiesteroides en las goénadas cuando los valores §6n expresados

por ovario, obteniéndose 6.0 ng de 20-OHE/ovario en estadio inmaduro y283ngde
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20-E/ovario en estadio IV. También se ha observado este aumento cuando las
concentraciones de ecdiesteroides son expresados por gramo de ovario para la misma
especie, donde también fueron establecidas las concentraciones de ecdiesteroides
durante la premuda de los dos ciclos de muda (somatica y reproductiva). Se observé
un incremento del 50% de ccdiesteroides en el estadio D, del ciclo de muda
reproductiva comparados con los de la muda normal (Wilder e af. 1991). Este
aumento en ovarios maduros no concuerdan con los niveles constantes de
ecdiesteroides en los estadios de maduracion obtenidos en nuestro trabajo,
independientemente del estadio de muda de los reproductores.

En el cangrejo arafia Acanthonyx lunulatus también se reporté una elevacién de los
niveles de 20-E al micio de la vitelogenésis en ovarios, evento similar en los
insectos, al madurar los oocitos, 1o cual probablemente esta relacionado con una
estimulacién en la formacién de la capa externa del huevo (Chaix y De R;éggi, 1982).
En esta especic la oogénesis y embriogénesis son sincronizadas debido a que el
embridn se desarrolla fuera del cuerpo de la madre.

Las especies mencionadas en las que los ecdiesteroides tienen un efecto en la
maduracion, tiene un factor comun, son especies que maduran y mudan al mismo
tiempo, por lo que el aumento en los niveles de ecdiesteroides durante el altimo
estadio de madurez ovarica es considerado corﬁo una fuente de reserva materna
necesaria para el inicio del desarrollo embrionario.

En vista de las diferentes trabajos realizados sobre los ecdiesteroides y su relacion
con la maduracion, y a pesar de los resultados obtenidos en la p;gsente investigacion
no se puede concluir que los ecdiesteroides no desempefien un pa-;)éi-e'stimulatorio en

la maduracion ovarica en P. vannamei. Es necesario continuar con la busqueda y el
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esclarecimuento del papel que desempefian los ecdiesteroides en 1a endocrinologia de
la maduracidn. Se cree que los ecdiesteroides jueguen un rol en la reactivacion de la
meijosis durante la vitelogénesis. Quizas en P. vannamei los ecdiesteroides no
intervengan en este proceso, sino otros esteroides cemo 17-o. hidroxiprogesterona y
17-§ estradiol.

Esta establecido que el ciclo de muda estd controlado por los 6rganos Y, productores
de los ecdiesteroides que intervienen en los cambios involucrados con el crecimiento
somético en los crusticeos, esta produccion esta regulada por el péptido denominado
hormona inhibidora de la muda (HIM) presente en el pedanculo ocular. Sin embargo,
existe evidencia sobre la presencia de otro factor estimulante relacionado con el
control de la muda (Carlisle‘y Dohrn, 1953; Martin ef al., 1980; Sedimeier et al.,
2000).

En nuestro estudio, extractos preparados a partir de sistemas nerviosos de hembras
maduras ¢ inmaduras inoculados en medio de cultivo in viro de 6rganos Y
corroboran la presencia de un neuropéptido estimulador de la produccion de
ecdiesteroides en ¢l sistema nervioso de hembras maduras e inmaduras. Se observo
una mayor estimulacion con el extracto de 50% AcN de hembras maduras en los
estadios de premuda Do y Dy, con respecto a inmaduras. Esperabamos observar un
resultado contrario, ¢s decir que los animales inmaduros posean una hormona
estimuladora de la muda. Posiblemente este resultado se debe a que adultos P.
vannamei se reproducen durante la intermuda, cuando los niveles de ecdiesteroides
son bajos. S1 se considera al sistema nervioso como el origen del factor estimulante
adicional en la produccion de ecdiesteroides, podria pensarse que‘ ei Sistema Nervioso

se encuentra produciendo la hormona estimuladora durante el tiempo necesario para
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la maduracién de los ovarios, y que el desove o una disminucion en la hormona
inhibidora de la muda, sean factores que inducen a la liberacidn de esta sustancia en
la hemolinfa para estimular al organo Y a la producciéon de ecdiesteroides y
continuar con el proceso de muda.

Se ha reportado en juveniles de langosta Homarus americanus (Chang and Bruce,
1980; Chang, 1985) y en cangrejos Uca pugilator (Hopkins, 1986), que a pesar de
haber sido bilateralmente ablacionados, presentaron variaciones en las
concentraciones de ecdiesteroides durante la muda, sugiriendo un segundo factor
regulador en la sintesis de ecdiesteroides.

Por otra parte, Sedlmeier ef af (1999) al evaluar los efectos de cambios intracelulares
de calcio en 6rganos Y en crayfish, sugirieron la existencia de un factor estimulatorio
en la produccién de ecdiesteroides, pues al presentarse altos niveles de calcio
intracelular, la sintesis de ecdiesteroides in vitro aument6 signiﬁcétivamente,
proponiéndose la existencia de un factor externo, posiblemente una hormona
estimulante de ecdiesteroides que debe usar el calcio como mensajero secundario
para la produccién de ecdiesteroides. El estudio de Sedlmeier refuerza el modelo
descrito por Mattsbn y Spaziani (1987) para el cangrejo Cancer antennarius, donde
involucra al calcio como actiyador de una enzima (fosfodiesterasa) que reduce al
adenosin monofosfato ciclico (cAMP) que a su V;!Z €s un mensajero secundario que
impide la sintesis proteica y de ecdiesteroides a mivel celular en érganos Y (ver
capitulo antecedentes).

Debido a la similitud existente entre crustaceos e insectos es posible la existencia de
este otro factor de origen neuropeptidico que estimule a érganoé "f:a la produccion

de ecdiesteroides, pues la hormona protoraxicotrépica (PTTH) sintetizada por el




49

cerebro en insectos estimula la produccion de ecdiesteroides usando al calcio v
¢AMP como mecanismo de sefial dependiente de transduccién (Seinsche vy
Sedlmeter, 1999), siendo posible que en los crustaceos se siga un modelo similar.
Por otra parte también se propone un terpenoide producto del drgano mandibular, el
famesoato de metilo, como un compuesto estimulante de ecdiesteroides. En el
cangrejo Cancer pagurus, el faresoato de metilo estimula la produccion in vitro de
ecdiesteroides por 6rganos Y en intermuda (Tamone y Chang, 1993). Es posible que
el faresoato de metilo actiie de manera indirecta en la determinacion de respuesta de
las células de 6rganos Y a la hormona inhibidora de ia muda. Chang et al. (1993)
también propone al farnesoato de metilo como un estimulador potencial de
ecdiesteroides, ellos determinaron la existencia de proteinas de transporte de esta
molécula en la hemolinfa durante la muda. Ademas determinaron un aumento en la
sintesis de ecdiesteroides al cultivar in vitro organos Y de Cancer magisrier junto a
6rganos mandibulares, aunque el tipo de ecdiesteroide no fue identificado.

Nuestro modelo sobre 1a accién de la hormona estimuladora de la muda de origen
nervioso propone que, la hormona estimuladora de la muda actGa solo sobre los
estadios de premuda, hasta el inicio de D;. Parece ser que justo antes del pico de
ecdiesteroides en D;, la presencia de los mismos ecdiesteroides estimulan al érgano
Y como una retroalimentacion positiva y no neces;ta de un factor que le induzca a

producir més ecdiesteroides (Figura 14).
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Figura 14, Modele de accidn de la hormona estimuladora de la muds. Fechas llenas indican los
estadios sobre 1os cuales la hormona actiia. Fechas redondeadas indican retroalimentacién positiva de
los mismos ecdiestroides en su produccion.

El establecimiento de los procesos endocrinologicos en crusticeos esta en continua
investigacion. El esclarecimiento del papel que desempefian los ecdiesteroides enla
maduracién en crustdceos seria un gran avance y una herramienta de gran utilidad
como alternativa en la induccién a la maduracién en P. vanramei asi como la

identificacion y caracterizacién del extracto utilizado en el presente estudio, para

lograr controlar la muda.
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CONCLUSIONES

El método ELISA mostro sensibilidad en el analisis de ecdiesteroides en el
camarones adultos Penaeus vannamei, durante el ciclo de muda y maduracion.
Los niveles de ecdiesteroides, en la hemolinfa del camar(’)ﬁ varian durante el
ciclo de muda, manteniéndose concentraciones bajas durante la postmuda e
intermuda, luego se presenta un incremento en las concentraciones de
ecdiesteroides hasta alcanzar su punto méximo en la premuda tardia, para
después descender momentos antes de Ia exuviacion.

Esta variacion en las concentraciones de ecdiesteroides en los diferentes estadio
de muda, pudo ser registrada paralelamente en cultivo de organos Y in vifro,
demostrandose la relacion directa entre ambos comportamientos.

No se confirmé la intervencidn de los ecdiesteroides en el proceso de maduracion
de camarones, aparentemente segiin nuestros resultados no la tiene.

Se comprobo la existencia de un factor estimulante que regula el proceso de
muda, por medio de la cinética de produccion de ecdiesteroides por parte del OY,
presente en el sistema nervioso de hembras en proceso de maduracién avanzado

y en menor grado en hembras inmaduras.
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RECOMENDACIONES

- Al no haber establecido Ia intervencién de los ecdiesteroides en la maduracion, es
necesario la realizacion de mas estudios acerca de otros esteroides asociados con

1a maduracion.

- Comprobada la existencia de un factor estimulador de la produccion de
ecdiesteroides, se necesita la realizacion de estudios que caractericen dicha
sustancia, verifiquen su eficiencia en el control de muda del camardn, y

determinen Ia forma de administrarlo al organismo.
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ANEXOS

ELISA, anilisis de ecdiesteriodes .-
Reactivos:

- BSA, bovine serum albumine (SIGMA A-7888)

- DMSO, dimethylsulfoxide (SIGMA D-5879)

- EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid (E-5134)

- H,O;, peroxyde (Merck Perhydrol 30% H,O; ref. # 7209)

- TMB, tetramethylbenzidine (DIGMA T-2885)

- Thimerosal (SIGMA T-5125)

- Tween 20, polyoxyethylenesorbitan monolaurate (SIGMA P-1379)
- Acido citrico (SIGMA C-7129)

- Citrato de sodio (CgH5Na3O7)

- KoHPO,, fosfato de potasio dibasico (ANACHEMIA, AC-7720)

- KH,PO;, fosfato de potasio monobésico (ANACHEMIA, AC-7718)
- C,H30,Na, acetato de sodio (SIGMA S-3272)

- Edsysone (SIGMA E-9004) y 20-hydroxyecdysone (SIGMA H-5142).

- Medigm 199 modificado (Flow Laboratories)
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Soluciones:

1. Tampon EIA o tampoén de fosfato.

* Solucion Stock (1 M tampén de fosfato pH 7.4) para 250 ml.

- solucion A, 35 g. KbHPO, en 200 ml de agua destilada.

- solucion B, 7 g. KH,PO4 en 50 ml de agua destilada.

- Agregar lentamente la solucién B a la solucién A hasta alcanzar un pH de 7.4

- Agregar 0.25 g. de Thimerosal (concentracion final de 0.1%).

- Alicuotar en fracciones de 50 ml y guardas el stock en el congelador. No almacenar

a 4 °C por mas de un mes, ni recongelar.

* Tamp6n EIA (0.1 M tampon fosfato, solucién diluida) para 500 ml.
- Tomar 50 ml de solucién stock

- Agregar 11.7 g de NaCl, 0.185 g. de EDTA y 0.5 g. de BSA.

- Completar con agua destilada hasta 500 ml.

Se mantiene a 4 °C, no mas de una semana.

2. Solucion de lavado de placas (0.01 M tampé6n de fosfato)

- Tfmar 2 ml de solucion stock (1 M tampon).

- Agregar 100 ul de Tween 20 |

- Llevar a 200 mi con agua destilada.

Mantener en refrigeracion para su uso en el mismo dia. Volumen para 1 microplaca

(10 lavados).
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3. Solucion de revelacion a la peroxydasa (para 20 placas).

* Solucidn de coloracidn o solucion stock TMB.

- Disolver 50 mg de TMB (tetramethylbenzidine) en 10 ml de DMSO
(dimethylsulfoxide).
- Distribuir en alicuotas de 500 pl en 20 tubos de polypropylene.

Almacenar a 4 °C en la oscuridad hasta su uso. Valido POT varias semanas.

* Solucién stock del tampén de revelacién

- Preparar una solucién de acetato de sodio 1 M (13.6 g. ¢n 100 agua mili Q)

- Llevar a pH 6 con una solucién de 4cido citrico 1 M (21 g. en 20 ml de agua mili Q
PH 6) 0 con un tampon de acetato-citrato 1 M pH 6.

Se puede mantener por varias semanas a 4 °C,

* Solucién de agua oxigenada al 1%.
- Disolver 200 mg. de Urea Hydrogen H202 en 20 m] de agua mili Q. Se mantiene

por varias semanas.

Rt

* Reactivo de coloracién (para una placa) preparar al momento

- Mezclar 2.5 ml de tampén de revelacion, 22.5 ml de agua milt Q a temperatura

ambiente, un tubo de 500 pl de solucion TMB (descongelar sin calentar) y 250 pul de

solucion de agua oxigenada.
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4. Medio de Cultive 199 con sales de Hanks.-
- Disolver el medio de cultivo (polvo) en menos de 1 litro de agua desionizada a
temperatura ambiente (15 °C - 30 °C).
- Agregar a la solucién: 11 g de NaCl, 0.40 g de KCL, 0.90 g de CaCly, 3.30 g de
MgCl6H,0, 2.13 g de MgS80O,7H,0, 0.53 g de HCO5, 2.383 g de HEPES, 0.06 g de
. prolina, 0.16 g de penicilina y 0.10 g de’estreptomicina.
b - Ajustar el pH a 7 con HCL Filtrar el medio de cultivo con papel filtro Milipore de

0.22 um.

- Almacenar a 4 °C.
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