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GLOSARIO

AMINO TERMINAL (N terminal): Final de una cadena polipeptidica que tiene libre

! grupo amino.

ANABOLISMO: Sistema celular de reacciones biosintéticas por el cual se construyen

grandes moléculas a partir de moléculas més pequefias.

ANTISUERO: Suero animal que contiene el anticuerpo especifico formado como

reaccion contra un determinado antigeno.

ATP (adenosina 5' trifosfato): Nucledsido trifosfato compuesto de adenina, ribosa y
Tes grupos fosfatos, son los principales transportadores de energia quimica en las
celulas, el grupo fosfato terminal es altamente reactivo en el sentido de que su hidrolisis,

o ransferencia a otra molécula, se produce liberando una gran cantidad de energia libre.

CARBOHIDRATO: Término general utilizado para denominar a los azlcares y
compuestos relacionados que contienen carbono, hidrogeno y oxigeno, habitualmente

zon la férmula empirica (CH20) n.




CARBOXILO TERMINAL (C terminal): Final de una cadena polipeptidica que

contiene un grupo carboxilo a libre.

CATABOLISMO: Término general utilizado para reacciones celulares catalizadas por
enzimas mediante las cuales, moléculas complejas son degradadas a moléculas mas
sencillas, con liberacion de energia. Habitualmente, los intermediarios de estas

reacciones se denominan catabolitos.

CEFALOTORAX: En los artrépodos, regién del cuerpo formado por la fusion de la

cabeza y el torax.

CISTEINAS: Aminoacidos esenciales que se encuentran libres, en asociaciones

péptidicas y en proteinas.

ECDISIS: Cambio de cuticula que se produce periddicamente en artropodos, se inicia

por la secrecion de una hormona, la ecdisona

ENLACE DISULFURO (-S8-S-): Unioén covalente formada entre dos grupos
sulthidrilos de dos cisteinas. Sistema habitual de unir dos proteinas o diferentes zonas de

la misma proteina en el espacio extracelular.




ENLACE FOSFODIESTER: Enlace quimico covalente formado cuando dos grupos

hidroxilos se unen mediante enlaces éster al mismo grupo fosfato.

ENZIMA: Proteina (0 RNA) que cataliza una reaccion quimica determinada.

EXUVIA: Conjunto de exocuticula y endocuticula de los artropodos que se desprende,

para ser regenerado de nuevo.

FACTOR DE CRECIMIENTO: Molécula polipeptidica extracelular, sefial que

estimula una célula a crecer o a proliferar.

GLUCOGENO: Polisacarido compuesto exclusivamente por unidades de glucosa,
utilizado para almacenar energia en las células animales. Forma grandes granos,

especialmente en las células del musculo.

GLUCOLISIS: Via metabélica ubicua que se produce en el citosol, mediante la cual

los aziicares son degradados de forma incompleta y se produce ATP.
GLUCOSA: Azicar de seis carbonos que juega un papel principal en el metabolismo

de las células vivas. Se almacena como polimero en forma de glucégeno en las células

animales.
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HEMOLINFA: Liquido que llena los espacios lagunares en crustaceos, equivalente a

la sangre en humanos.

INSULINA: Hormona polipéptidica segregada por las células del pancreas que

interviene en la regulacion del metabolismo de la glucosa en los animales.

METABOLISMO: Suma total de los procesos quimicos que tienen lugar en las células

vivas.

MONOSACARIDO: Azicar sencillo de formula general (CH20)n, siendo n entre 3 y

7 carbonos.

NADP+ (nicotina adenina dinucleétido fosfato): Coenzima estrechamente relacionada
con el NAD+ que se utiliza ampliamente en procesos de biosintesis, no en procesos

catabolicos.

NEUROPEPTIDO: Péptido que actia como molécula sefial, secretado por neuronas

tanto en una sinapsis como en otro lugar.

PEPTIDO SENAL: Corta secuencia de aminodcidos que determina la localizacién final

de una proteina en la célula. Un ejemplo lo constituye la secuencia N terminal de unos




-0 aminoécidos que dirige las proteinas nacientes de secrecion o transmembrana hacia el

s=ticulo endoplasmatico.

PEROXIDASA: Enzima de oxirreducciéon que cataliza las reacciones de aceptacion

e electrones o de hidrogeno por parte de las peroxidasas.

pH : Medida comun de la acidez de una solucién: "p" se refiere a la potencia de 10, y
57 al hidrégeno. Se define como el logaritmo negativo de la concentracion de iones
mdrogeno en moles por litro (M). Asi, pH 3 (10 M de H*) es acido y pH 9 (10° M de

=*) es alcalino.

POLIPEPTIDO: Polimero lineal compuesto por multiples aminoacidos. Las proteinas
son polipéptidos de gran tamafio y ambos términos pueden utilizarse de forma

mciterente.

PROTEINA QUINASA: Enzima que transfiere el fosfato terminal del ATP a un

amunoacido determinado de una proteina diana.

PROTEINA: Principal constituyente macromolecular de las células. Polimero lineal de

smunoacidos unidos entre si mediante enlaces péptidicos, siguiendo una secuencia

deserminada.




SUBSTRATO: (1) Superficie solida a la que se adhiere una célula. (2) Molécula sobre

la que actia una enzima.

TAMPON: Solucién que contiene un 4cido débil y una de sus sales, o bien una base
débil y una de sus sales por lo que minimizan los cambios de pH cuando se afiade un

acido o un alcali.

TIROSINA QUINASA: Enzima que transfiere el fosfato terminal del ATP a un residuo

determinado de tirosina de su proteina diana.

TRACER: Molécula o dtomo que ha sido marcado quimica o radiactivamente con la
finalidad de poderlo seguir a través de un proceso bioquimico o de localizarlo

facilmente en una célula o en un tejido.
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RESUMEN

En este estudio se determiné el rol de la insulina y Factor de Crecimiento Tipo Insulina
en la sintesis de ecdiesteroides y metabolismo de la glucosa en camarones juveniles

Penaeus vannamei.

Bajo la evidencia de que los péptidos tipo insulina poseen la habilidad de estimular la
produccion de ecdiesteroides en insectos, se probd en Organos Y aislados de juveniles
P vannamei, en diferentes estadios de muda. Los érganos Y cultivados in vitro fueron
sometidos a concentraciones de Insulina bovina y rhIGF-I, donde los resultados
obtenidos no mostraron efectos significativos (p>0.05) de interaccion entre el estadio de

muda y las concentraciones a los que fueron sometidos en cultivos in vitro.

Posteriormente bajo la hipétesis de que péptidos tipo insulina desempefian una funcion
en el metabolismo de la glucosa en los crusticeos, se procedié a evaluar el efecto de la
Insulina y thIGF-I en juveniles P vannamei, a través de la cuantificacién de niveles de

glucosa en la hemolinfa a través del tiempo post inyeccion.

El tratamiento con rhIGF-I tuvo un efecto altamente significativo (P < 0.01) comparado
al tratamiento con PBS (control), incrementado los niveles de glucosa en la hemolinfa

después de 1 hora y luego disminuyéndolos a las cinco horas post inyeccion, mientras




que el tratamiento con insulina bovina no mostré diferencias significativas en cada uno

de los tiempos comparado con el tratamiento control.

Posteriormente se realizo la cuantificacion de glucogeno (mg glucégeno/tejido humedo)
en tejidos. En hepatopancreas los resultados obtenidos de glucoégeno después de
aplicarse andlisis de varianza mostré diferencias significativas (P <0.05) entre el
tratamiento con insulina y el control donde se observdé una mayor acumulaciéon de
glucoégeno con el tratamiento con insulina a la tercera hora post inyeccion, sin embargo
a la quinta hora, los niveles de glucégeno disminuyeron este tejido. Mientras que en el
Musculo los tratamientos (Insulina, thIGF-1 y Controlj ocasionaron una disminucion de
glucogeno a través del tiempo siendo el tratamiento con insulina el que ocasioné una
disminucion de glucogeno altamente significativo (P < 0.01) en el tiempo uno vy tres.
Mientras que el tratamiento con rhIGF-1 s6lo mostré diferencias significativas

(P <0.05) en el tiempo tres.

En Branquias la concentracion de glucdgeno fue significativamente diferente con el
tratamiento de insulina incrementando los niveles de glucégeno, después de una hora
post inyeccion, mientras que el tratamiento de rhIGF-I no presentd diferencias

significativas frente al control.
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INTRODUCCION

El cultivo de camarén en el Ecuador crecié rapidamente, formandose como una
industria exportadora en Latinoamérica con un importante impacto social en

comunidades costeras.

El Ecuador inici6 el cultivo de camaré6n en 1969 a partir de la construccion de la primera
piscina comercial y para 1982 el cultivo de penaeidos era ya una de las fuentes de mayor
ingreso econémico, en produccién a nivel mundial (Tobey et al, 1998). En 1995 el
camaroén ya constaba como el segundo rubro de exportacion en el pais, representando el
15,6 % del Producto Interno Bruto, PIB (CNA, 2000) consolidando su crecimiento

exponencial, como resultado del incremento en el area de produccion.

Los mayores volumenes significativos de camar6n son cultivados en solo dos regiones
del mundo: Asia que produce aproximadamente el 80 %, y Latinoamérica, que

contabiliza el 20 % restante (Tobey et al., 1998).

Pero esta produccion de camardn se ha visto mermada a nivel mundial debido a uno de
los puntos de control més dificiles en la cria de camarén como el manejo de las
enfermedades virales. Las pérdidas mas graves ocurrieron entre 1993 y 1999, cuando la
epidemia mundial por el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) causé la

quiebra econémica de muchas granjas camaroneras en todo el mundo.



Esta epidemia marcé un periodo critico en la industria camaronera (Chamberlain, 2002).
En 1999 el Ecuador reportd oficialmente la presencia del WSSV (CNA.2000),
disminuyendo de forma drastica su produccion, tornando la situacién en insostenible,
disminuyendo las supervivencias a cifras menores al 10 %, reduciendo los niveles de
producciéon (Bayot et al., 2002), rebasando cualquier expectativa negativa. Estos

problemas pueden deberse a una inadecuada practica de manejo.

Actualmente el WSSV continda amenazando la sustentabilidad de la industria
camaronera, por lo que se ha hecho indispensable el desarrollo de varias estrategias de
manejo (Chamberlain, 2002). Bajo estas circunstancias, la solucion sera contar con una

familia resistente a WSSV, lo cual es una solucién de mediano a largo plazo.

Una de las alternativas es un cambio en el manejo tradicional optando por el uso de
invernaderos como un sistema mas eficiente y ambientalmente sostenible y tratar de
sacar un mayor nimero de ciclos por afio para aumentar asi la rentabilidad. Por lo tanto

resulta deseable contar con animales de rapido crecimiento.

El crecimiento se manifiesta como el aumento en longitud, volumen o peso. En los
camarones al igual que en todos los crusticeos, el proceso de crecimiento se produce de
forma discontinua y ciclica debido al fenomeno de la muda o ecdisis. Cada vez que el
organismo esta preparado para aumentar de talla y peso, el viejo exoesqueleto es

liberado rapidamente y es producida una nueva capa quitinosa que tender4 a endurecerse




por incorporacién de sales de calcio que se concentran en la hemolinfa (Stevenson,

1985). Hasta adquirir la consistencia y dureza del exoesqueleto anterior. Durante este
proceso el cuerpo del camarén ha absorbido agua y la division celular se ve favorecida
provocando el incremento de volumen y peso del animal (Van Wormhoudt y Bellon-
Humbert, 1996) Luego de ello, las dimensiones del animal permanecen

aproximadamente constantes hasta la préxima muda.

Estudios sobre el crecimiento en insectos muestran la presencia de receptores de
péptidos tipo insulina en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y el nematodo
Caenorhabditis elegans. La mutacion en estos receptores causa defectos en el
crecimiento y desarrollo (Chen et al., 1996; Kimura et al., 1997). De esta manera la
insulina ademas de desempefiar un papel en el metabolismo de los carbohidratos, se
encuentra regulando procesos de crecimiento en insectos basado en un efecto

ecdisiotropico en Samia cyntia (Nagasawa ef al., 1986).

Péptidos tipo insulina han sido identificados en el cerebro de otras especies de insectos
como Locusta migratoria (LIRP) (Chan et al.,, 2000), Aedes aegyptis (Riehle et al.,

1999), Drosophila melanogaster y Calliphora vomitaria (Duve et al., 1979).

Sin embargo, algunos investigadores, han demostrado la presencia de insulina o IGF en

crustaceos. Por ejemplo, péptidos que interactGan con anticuerpos contra insulina
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bovina han sido detectados en tejidos de la langosta Homarus americanus (Sanders,

1983b).




JUSTIFICACION

La acuicultura se expandié rapidamente en varios paises de Latinoamérica en vias de
desarrollo con el afan de incrementar la produccion del camarén, pero desde 1999 la
industria ha sufrido su mas dura crisis debido al impacto sufrido por la enfermedad de
la Mancha Blanca (WSSV) (Illingworth, 2001), resultando problemas relacionados al
bajo crecimiento y altas mortalidades, reduciendo los niveles de produccién. Estos
problemas pueden deberse por una inadecuada practica de manejo. Bajo estas
circunstancias, la solucion sera contar con una familia resistente a WSSV, lo cual es

una solucion de mediano a largo plazo.

La otra alternativa es un cambio en el manejo tradicional optado por el uso de
mvernaderos y tratar de sacar un mayor niimero de ciclos por afio para aumentar asi la
rentabilidad. Resulta deseable contar con animales de rapido crecimiento, al momento se

conoce algunos fases de crecimiento que eventualmente podemos utilizar.

Recientes estudios muestran a la insulina como potencial factor de crecimiento en
mvertebrados. Como los resultados obtenidos en moluscos (Smit er al.. 1991),

postulando a la Insulina, como una opcién para controlar el crecimiento.

Paralelamente, péptidos tipo insulina han sido relacionados con el proceso de muda en

arropodos. La muda o eliminacién de la cuticula es la culminacion del periodo del




crecimiento. Este proceso esta regulado por las hormonas ecdiesteroides producidas por
¢l 6rgano Y de crustaceos (Jegla et al, 1990) y la glandula prototoracica en insectos

(Nagasawa ef al., 1984).

La produccion de ecdiesteroides en crustaceos es inhibida por la MIH presente en el
pedunculo ocular (Chang ef al., 1989) y en insectos estimulada por la PTTH (Hormona
Prototoracicotropica) en el cerebro (Masura er al, 2000). En insectos ha sido
identificado un neuropéptido con funcién prototoracicotrépica (Ishizaki ef al., 1994) con
una alta homologia con la insulina en su secuencia de aminoacidos (Nagasawa ef al.,
1984). Recientemente se tiene evidencia de que péptidos presentes en el sistema

nervioso estimulan la muda y crecimiento en el camarén (Nieto, 2000; Hatt ef al., 1997).

En crustaceos, diversos estudios han demostrado la presencia de un péptido tipo
msulina, que regula el metabolismo de la glucosa en algunos tejidos. Dosis de insulina y
IGF ocasionaron un incremento en el contenido de la glucosa en el hepatopancreas v el
musculo de Crayfish (Richardson et al, 1996), asi como en branquias de cangrejos

Kucharski et al., 1997).

Driversas funciones son atribuidas a la insulina en artrépodos. Debido a la homologia
enire crustaceos e insectos junto con la informacion existente sobre la insulina, mas la
scumulada evidencia que soporta la existencia de péptidos tipo insulina/ rhIGF-I en

msectos, hay escasos datos acerca de su importancia funcional a nivel filogenético. Por



lo tanto se justifica la importancia de realizar un estudio de investigacion cientifica en
un intento de ganar una percepcion clara del papel que desempefian los péptidos tipo
insulina en crustdceos y la similitud que existe entre crusticeos e insectos, evaluar el rol
de la insulina en diferentes ensayos, generando informacion y soluciones respecto al

control de la muda y metabolismo a largo plazo.
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OBJETIVOS 1

!
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el rol que desempeifia la insulina, en la secrecioén de ecdiesteroides
en el proceso de la muda y metabolismo de carbohidratos (glucosa) en

camarones juveniles Penaeus vannamei.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

| Determinar el efecto de la insulina/IGF sobre la sintesis de ecdiesteriodes en

cultivos in vitro de Organos Y de camarones juveniles, en diferentes estadios de

muda.

Establecer el papel funcional de la insulina en el metabolismo de la glucosa, en

varios tejidos de Camarones juveniles después de recibir una dosis de insulina.

HIPOTESIS
La insulina ejerce un efecto de estimulacion en la secrecion de ecdiesteroides en los

organos Y, al igual que presenta un efecto en el metabolismo de la glucosa




1. ENDOCRINOLOGIA DE INVERTEBRADOS

1.1. GENERALIDADES DE LA ENDOCRINOLOGIA

La endocrinologia es un campo de la ciencia que se encarga del estudio de la sintesis,
secrecién, funcién hormonal y de los mecanismos de regulacién de la secrecién
hormonal. El sistema endocrino tiene un rol importante, pues interviene regulando los
mecanismos necesarios en los procesos de adaptacion de las especies a los cambios
ambientales. La adaptacion es un proceso que se desarrolla entre muchas generaciones y
en la cual interviene fundamentalmente el sistema endocrino. Este sistema est4 sujeto a
una serie de cambios que apuntan a mantener la homeostasis del organismo y la
capacidad reproductiva. El mantenimiento de la homeostasis implica desarrollar

mecanismos adecuados para regular la energia del metabolismo.

De lo anteriormente expuesto podemos decir que la endocrinologia puede ser dividida

en dos grandes 4reas de estudio:

a.- El metabdlico.

b.- El reproductivo

Otras funciones del sistema endocrino son aquellas referidas a los procesos de

diferenciacion celular y en el control del sistema inmunolégico.

e i e -



1.2. SISTEMA ENDOCRINO

El sistema endocrino se fundamenta anatomicamente en las glandulas de secrecion
interna o glandulas endocrinas. En la definicion clasica las glandulas endocrinas tipicas

estan conformadas por células hacinares en contacto con una red de vasos sanguineos.

Esta descripcion anatémica se ha modificado en los ultimos afios para dar paso a una
clasificacion funcional (Gonzalez, 1997(a)) de tal manera que ahora se considera como

célula endocrina a toda aquella que secreta una hormona.

La actividad del sistema endocrino es ejecutada por las hormonas, mientras que la del
sistema nervioso central es ejecutada por los neurotransmisores. El lugar de acciéon de un
neurotransmisor o de una hormona se denomina 6rgano blanco o diana. La forma de
accion sobre el organo blanco en el sistema nervioso es directa a través del espacio
intersindptico, e indirecta en el sistema endocrino a través de la via sanguinea

(Gonzalez, 1997(b)).

1.2.1. Tipos de Transmision Quimica

Las células interactian unas con otras y modifican su actividad metaboélica por accién de

sustancias quimicas denominadas transmisores. Existen diferentes tipos transmision

quimica: neurocrina, neuroendocrina, endocrina, paracrina y autocrina (Rosenfeld,

1994).
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1.2.1.1. Transmisién neurocrina
Es la que ocurre en el sistema nervioso a través de sustancias quimicas denominadas
neurotransmisores, las cuales son liberados al espacio intersindptico y se unen a un

receptor post-sindptico modificando la actividad metabdlica de la célula post-sinaptica.

1.2.1.2. Transmisién endocrina

Es la que ocurre en el sistema endocrino a través de la liberacion de sustancias quimicas

denominadas hormonas, que actiian a distancia sobre una célula efectora.

1.2.1.3. Transmision neuroendocrina
Es la que ocurre por la liberacion de sustancias quimicas (neurohormonas) en los

terminales nerviosos hacia la circulacion y actian a distancia sobre una célula efectora.

1.2.1.4. Transmision paracrina

Es la transmision que ocurre entre dos células adyacentes, donde una de las células
secreta la sustancia (parahormona) que actia por difusién sobre la célula vecina
modificando su funcién. Se le conoce también como control local. Bajo este sistema de

transmision se puede regular la accién de una hormona aumentando o disminuyendo su

accion.
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1.2.1.5 Transmisién autocrina
Es cuando una sustancia quimica actia sobre la misma célula que la produce para

regular su secrecion.

1.3 REGULACION DEL METABOLISMO

El hecho de que células y tejidos mantengan el equilibrio dindmico durante la vida del
organismo demuestra con claridad que los procesos metabdlicos estdn sujetos a un
control exacto. Células y tejidos mueren continuamente, pero €l metabolismo aporta, en

un equilibrio casi perfecto, necesarios para reponer, crear y producir celulas nuevas.

Cada una de las moléculas enzimaticas, que influyen sobre las rutas metabolicas desde
sus primeras etapas, tiene un punto especifico que se activa con el sustrato o compuesto
sobre el cual actia la enzima y se forma un producto. La precision con que las enzimas
limitadoras de la velocidad y los sustratos se acoplan para iniciar reacciones especificas
impide que las reacciones se produzcan de forma indiscriminada dentro de las células,
donde hay un continuo fluir de compuestos quimicos muy diversos, que pueden inducir

cambios profundos en el metabolismo celular.

Una de las forma de controlar las rutas metabélicas es la retroalimentacion negativa

(Bio-feed-back). Asi, cuando una célula ha sintetizado una cantidad equilibrada de un
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compuesto, como ATP, la acumulaciéon de dicho producto inhibe a las enzimas que

activan su produccion.

El metabolismo, sobre todo en los animales superiores, estd también regulado por el
sistema nervioso, el pancreas, la glandula pituitaria y las glandulas suprarrenales,
hormonas que se vierten en el torrente sanguineo, alcanzan los tejidos diana y en
muchos casos modifican la permeabilidad de las membranas celulares; alteran de ese
modo las cantidades de sustancias que entran en las células y salen de ellas. Las
hormonas, que también afectan al metabolismo vegetal, cambian las rutas metabolicas,

para ello modifican los puntos cataliticos de las enzimas limitantes de la velocidad.

1.3.1. Metabolismo hormonal

Las hormonas conocidas pertenecen a tres grupos quimicos: proteinas, esteroides v
aminas. Aquellas que pertenecen al grupo de las proteinas o polipéptidos incluyen las
hormonas producidas por la hipéfisis anterior, paratiroides y pancreas. En el grupo de
esteroides se encuentran las hormonas de la corteza suprarrenal y las gonadas. Las
zminas son producidas por la médula suprarrenal y el tiroides. La sintesis de hormonas
tiene lugar en el interior de las células y, en la mayoria de los casos, el producto se

zlmacena en su interior hasta que es liberado en la sangre.
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La liberacion de las hormonas depende de los niveles en la sangre de otras hormonas y
de ciertos productos metabolicos bajo influencia hormonal, como la estimulacién
nerviosa, por ejemplo cuando hay una cierta cantidad de hormona tiroidea en el torrente
sanguineo, la hipéfisis interrumpe la produccion de hormona estimulante del tiroides
hasta que el nivel de hormona tiroidea descienda. Por lo tanto, los niveles de hormonas
circulantes se mantienen en un equilibrio constante. Este mecanismo, que se conoce
como homeostasis o realimentacion negativa, es similar al sistema de activacién de un

termostato por la temperatura de una habitacion para encender o apagar.

La funcién endocrina esta regulada también por el sistema nervioso, como demuestra la
respuesta suprarrenal al estrés. Los distintos 6rganos endocrinos estdan sometidos a
diversas formas de control nervioso. Se desconoce la forma en que las hormonas ejercen
muchos de sus efectos metabdlicos y morfolégicos. Sin embargo, se piensa que los
efectos sobre la funcion de las células se deben a su accién sobre las membranas
celulares o enzimas, mediante la regulacién de la expresién de los genes o mediante el
control de la liberacién de iones u otras moléculas pequefias. Aunque en apariencia no
se consumen o se modifican en el proceso metabélico, las hormonas pueden ser

destruidas en gran parte por degradacién quimica.
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1.4 SISTEMA ENDOCRINO DE DECAPODOS

La endocrinologia de Crustéceos decapodos esta regulada por cuatro tipos de moléculas,
clasificadas como hormonas y como neurorreguladores: péptidos, esteroides, aminas y

terpenoides. Estos son sintetizados por el sistema endocrino constituido por:

- Neurorreguladores y 6rganos neurohémicos y,

- Gléndulas endocrinas epiteliales de tipo clésico.

Los principales érganos endocrinos son los siguientes:
¢ El complejo érgano X-glandula sinusal del pedinculo ocular.
¢ El 6rgano postcomisural, que secreta cromatoforinas.

e Organos pericardicos, que secretan la hormona cardioaceleradora.

e Los 6rganos Y (epitelial), que secretan ecdiesteroides.

¢ La glandula androgénica, propia de los machos.

|
:
:
|
|

e El 6rgano mandibular que secreta el farnesoato de metilo (equivalente a la

hormona juvenil).

Cada uno de estos 6rganos que comprenden el sistema endocrino secretan diferentes

tipos de hormonas para regular procesos fisiologicos.
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1.5. MUDA Y CRECIMIENTO EN DECAPODOS

El crecimiento se manifiesta como el aumento en longitud, volumen o peso. Una de las
particularidades de la presencia de un exoesqueleto rigido en los crusticeos es entre
otros factores, la restricciobn del crecimiento a periodos bien definidos. Esta
caracteristica lleva a la eliminacion del antiguo exoesqueleto y la formaciéon de uno
nuevo, generalmente de mayor tamafio, siendo el conjunto de estos sucesos conocido
como muda. Este fendmeno es ciclico, alternandose fases de relativo reposo externo con

otras de intensa actividad (Vega et al., 2000).

Luego de los estudios realizados con los cangrejos Cancer pagurus y Maia squinado se
mtrodujo el concepto de intermuda, como la secuencia de transformaciones
comprendidas entre dos mudas, en cuyo periodo se cumple un ciclo completo de
modificaciones morfolégicas, fisiologicas y bioquimicas; responsables del crecimiento

‘Drach, 1939).

Generalmente el intervalo entre dos mudas sucesivas puede ser dividido en tres etapas:
postmuda, intermuda y premuda (Drach, 1939), reconociendo cuatro estadios A, B, C,
D (Robertson et al., 1987). Los estadios A y B corresponden a la postmuda: el estadio C

& la intermuda; el estadio D a la premuda.
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‘ La caracterizacion de esos estadios puede resumirse del modo siguiente (Robertson et

: al., 1987):

Estadio A: El animal acaba de abandonar la exuvia, continuando la secrecion de

i la nueva cuticula.
Estadio B: Comienzan a endurecerse las diferentes capas de la nueva cuticula.

| , Estadio C: Todo el exoesqueleto se engrosa y endurece. Hay crecimiento de

| = tejidos y acumulacién de reservas.

| ‘ Estadio D: Se reabsorben los minerales y materiales organicos del exoesqueleto

J - ‘ y se deposita parcialmente el nuevo exoesqueleto, debajo del viejo.

Cada uno de estos periodos puede reconocerse, y a su vez dividirse en subestadios, por
cambios tegumentarios externos (grado de rigidez, pigmentacion) o internos, como la
formacion de las nuevas setas o setogénesis, que permite seguir el ciclo por observacion

microscépica directa (Robertson et al., 1987).



1.5.1. Control de la muda

Lz exuviacion, es la manifestaciéon de un complejo proceso. Esencialmente todos los
zj1dos estan involucrados en la preparacion de la siguiente muda: hay movilizacién de
reservas, aumento de la division celular y modificacion del comportamiento. Como en el
resto de los animales, la coordinacion de la serie de eventos necesarios para la ecdisis a
través del tiempo de la intermuda, se efectia mediante un sistema hormonal (Chang,

1991). El control de la muda de los crustaceos, se debe a la siguiente interaccion:

1.5.1.1. La Hormona Inhibidora de Ia muda (HIM)

Se origina en el complejo O6rgano X-glandula sinusal (fig.1), localizado en los
pedinculos oculares (Chang, 1989). La HIM promueve la formacién de nuevos tejidos
¢ inhibe la actividad secretora del 6rgano Y (fig.2) aunque en estadios de intermuda v

sremuda tardia, el organo Y es menos susceptible a HIM.

Figura 1. Complejo 6rgano X-glandula sinusal
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1.5.1.2. Organo Y

Es una glandula epitelial endocrina situada en la pared de la cavidad toracica, justo
debajo la cuticula en la camara prebranquial fue descrito como homélogo a la glandula
prototoracica en insectos, como fuente de la hormona de la muda, que inicia la sintesis
los ecdiesteroides: ecdisona, 20-OH-ecdisona, 3-Dehidroxiecdisona (Chang, 1989) entre

otros (fig.3.).

La ecdisona, es transformado en tejidos periféricos, a su forma activa, la

20hidroxiecdisona que desencadena la preparacion a una nueva ecdisis (Skinner, 1985).

Figura. 2. Ubicacién del 6rgano Y, en Penaeidos

Fuente: tomado de Sefiani, 1996.
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Figura.3. Estructura de ecdiesteroides en crustaceos: (a) ecdisona, (b) 20-OH-ecdisona, (c)
3-Dehidroxiecdisona.

Fuente: tomado de Chang, 1997.

La concentracion de ecdiesteroides en la hemolinfa varia drasticamente durante el
transcurso del ciclo de muda. En la postmuda, inmediatamente después de la ecdisis, su
concentraciéon es minima; luego hay un subito incremento, alcanzando la maxima
concentracion durante la premuda, para luego disminuir en forma abrupta, poco antes de

la muda (De Reggi et al 1975; Dorothy, 1985 fide Chan, 2000: Nieto, 2000).

Las alteraciones de la concentracion de ecdiesteroides podrian ser reguladas tanto por
los cambios en la tasa de sintesis y/o liberacion de la hormona como por la tasa de
hidroxilacién de ecdisona a 20hidroxiecdisona y su degradacion en la hemolinfa

(Skinner ef al., 1985; Lachaise et al., 1993).
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1.6. METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

Metabolismo, conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar dentro de las células de
los organismos vivos, las cuales transforman energia, conservan su identidad y se
reproducen. Todas las formas de vida, desde las algas unicelulares hasta los mamiferos,
dependen de la realizacion simultinea de centenares de reacciones metabdlicas
reguladas con absoluta precision, desde el nacimiento y la maduracién hasta la muerte.
Las células tienen una serie de enzimas o catalizadores especificos que se encargan de
activar, controlar y terminar todas estas reacciones, cada una de las cuales esta a su vez

coordinada con muchas otras que se producen en todo el organismo.

1.6.1. Alteracion de los carbohidratos

En condiciones fisiologicas aerobicas normales, las reacciones glucoliticas son llevadas
a cabo a partir del glucégeno, el cual constituye una de las reservas energéticas del
organismo. Estas reacciones metabdlicas, proveen la glucosa que es oxidada por el
Oxigeno proveniente de la sangre, via ciclo de Krebs, liberando anhidrido carbénico y
agua. Ademds por esta ruta metabolica se obtiene la energia para la fosforilacion del

ADP con la consecuente formacion de ATP.

1.6.2 Gluconeogénesis

Algunos tejidos como el cerebro, los eritorcitos, el rifién y el misculo en condiciones de

ejercicio, requieren de un aporte continuo de glucosa como combustible metabélico, el
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glucdgeno puede mantener estas necesidades por sélo entre 10 y 18 horas en ausencia de
carbohidratos en la dieta. Después de este periodo, el almacenamiento de glucosa
disminuye drasticamente y es formada a partir de precursores diferentes al glucégeno
como el lactato, el piruvato, glicerol (derivado del esqueleto de los triacilglicéridos
almacenados en el tejido adiposo) y alfa-cetodcidos (derivados del catabolismo de los
aminoécidos). La formacién de glucosa no sucede por la simple reversa de la glucélisis,

porque el equilibrio global de esta via favorece fuertemente la formacién de piruvato.

1.6.3. Reacciones de la gluconeogénesis

Siete de las reacciones de la glucélisis para la formacién de piruvato o lactato, son
reversibles y se usan por tanto en la gluconeogénesis, las tres restantes son irreversibles,
por tanto en la gluconeogénesis son rodeadas por cuatro reacciones alternativas que

favorecen energéticamente la formacion de glucosa.

1.6.4. Regulacion por los niveles de energia

La fructosa 1,6-bisfosfatasa es inhibida por los niveles elevados de AMP, el cual es

sefial de un estado energéticamente pobre. Por tanto niveles elevados de ATP y bajas

concentraciones de AMP estimulan la gluconeogénesis.
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a) Regulacién por fructosa 2,6-bisfosfato.

La fructosa 1,6-bisfosfatasa es inhibida por la fructosa 2,6-bisfosfato, un modificador
Ccuya concentracion es influenciada por el nivel circulante de glucagon. La fructosa 1,6-

bisfosfatasa existe en el higado y rifiones.

b) Defosforilacion de la glucosa-6-fosfato.

La hidrélisis de la glucosa-6-fosfato por la glucosa-6-fosfatasa rodea la reaccién
irreversible catalizada por la hexocinasa Yy provee de una via favorable para la formacion
de glucosa. La glucosa-6-fosfatasa como la piruvato carboxilasa, se encuentran en el
higado y rifién pero no en musculo. Por tanto, el musculo no puede proveer de glucosa
al organismo por medio de la gluconeogénesis; de la misma forma, la glucosa-6-fosfato
generada por la degradacién del glucégeno muscular, no puede ser vertida al torrente

sanguineo.

1.7. METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS EN CRUSTACEOS

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que ocurre en el interior de las

células para obtener energia y la sintesis de macromoléculas a partir de compuestos

sencillos mediante procesos metabélicos.
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Varias revisiones han resumido evidencias sobre la existencia de 2 vias para el
desdoblamiento de la glucosa en la obtencién de energia en crusticeos, como son la

glicdlisis y la ruta Fosfato pentosa (Chang er al., 1983) (F ig.4).

Asi como los productos finales de la glicdlisis son bien conocidos, la produccién de
NADPH a través del metabolismo de la glucosa-6-fosfato y la sintesis de ribosa por
medio de la ruta fosfato pentosa, son igual de importantes en la economia energética de
los crustaceos. Los nucleétidos reducidos son cofactores requeridos en la biosintesis de

lipidos, mientras que la ribosa en un sustrato en el metabolismo de 4cidos nucléicos.

Diversos estudios demuestran que las vias para el metabolismo de la glucosa son
diferentes por tejido y por estadio de muda. En el crayfish Oroconectes virilis, la
glucosa es metabolizada por la via fosfato pentosa durante la intermuda y en premuda
esta actividad se reduce por la activacién de la glicolisis (Chang ef al., 1983). En
contraste con esta informacion, en el crayfish Pacifastacus leniusculus, el metabolismo

de la glucosa ocurrié via glicdlisis durante la intermuda (Chang et al., 1983) (Fig.4).

24




\
| GLUCOSA
\ ; ATP
} | ADP
‘ i Glucosa-6-fosfato
‘ ] GLICOLISIS PENTOSA FOSFATO
‘ ' NADP"
i NADPH+H'
Fructgsa9-fosfato ' 6-Fosfoglucono-3-lactato
| ATP (0]
| H+
| B ADP
\ ‘ Fructosa 1,6-difosfato 6-Fosfogluconato
t
\ oy o . " .
| thld*onacetona.______’ Gliceraldehido
J Fosfato < 3-fosfato ADP
\ 8
; | NAD'+P ADPH+H+CO2
| Ribulosa-5-fosfato
[} i AD+H"

' 1,3-Difosfoglicerato
|
|

| ADP
‘ ATP

| 3-Fosfoglicerato

2-Fosfoglicerato

I\M

Fosfenolpiruvato

ADP
ATP
Piruvato

Figura 4. Diagrama de la via de glucolisis y fosfato pentosa, en el metabolismo de la glucosa.

Fuente: tomado de Chang ez al., 1983.
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Debido a que la literatura existente describe el metabolismo de carbohidratos en
diferentes tejidos, de una multiplicidad de especies de crusticeos, es dificil establecer
una sola ruta de metabolismo de la glucosa (Fig.5). Sin embargo, la informacién sugiere

algunas generalizaciones:

1. La glicdlisis (formaciéon de acido lactico a partir de glucosa) es la ruta
catabdlica principal de la glucosa en el musculo de crusticeos.

2. La relacion de catabolismo glicolitico y no glicolitico es més baja en las
branquias y hepatopancreas que en otros tejidos.

3. Lasintesis y degradacion del glicogeno varia de manera definida a través del

ciclo de muda y son reguladas por hormonas.

La naturaleza y los niveles de los carbohidratos circulantes en la hemolinfa son
afectados por ciertos pardametros como el estadio de muda, estrés (Santos et al., 1996),

temperatura, salinidad (Ranferi, 2002) y la hormona hiperglicémica (Chung er al., 2003)

a b
CHaOH
o 0
H Q H
E;l: o \\\\\C____C//
OH
/ N
wooe -0 CHs
glucosa

Fig. 5. Estructura quimica de; (a) glucosa, (b) piruvato.

Fuente: Tomado de Lehninger, 1982.
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1.7.1. Control hormonal de la glucosa

En crusticeos la variacion de glucosa a lo largo de un ciclo de muda, se debe a un
péptido estimulador llamado hormona hiperglicémica de crustdceos (CHH). Esta
hormona posee en su estructura: una secuencia de 72 aminoacidos, un piroglutamato

unido al N terminal y una amino valina al C terminal.

Las CHHs (CHH-A y CHH-B) son los neuropéptidos mas abundantes en la glandula
Sinusal (SG) (Cuzon ef al., 2000). Esta neurohormona desempefia un rol importante en
la regulacién de la glicemia, incrementa los niveles de glucosa en la hemolinfa via
movilizacién de glucosa almacenada en hepatopancreas y musculo. El decrecimiento
del nivel glicémico se debe a la reversién del proceso en la produccién de glucosa en

tejidos objetivos , hepatopancreas y musculo (Verry et al ., 2001).

1.8. PEPTIDOS TIPO INSULINA

1.8.1 Insulina

La insulina (Fig.6) es una proteina dimérica unida por puentes disulfuro, la cual es
sintetizada como un precursor de cadena simple que primero pierde el péptido senal, y
posteriormente pierde un segmento conocido como péptido C, antes de llegar a ser la

molécula hormonal madura (Froesch et al., 1985).

27




En vertebrados, la insulina es producida por un grupo de células endocrinas pancreaticas

(células B) y su funcién es mantener los niveles normales de glucosa en la sangre
(Froesch er al, 1985). Los efectos de la insulina sobre tejidos especificos son

metabolicos, promueven la captacion de glucosa (Ullrich ef al., 1997).

El descubrimiento de la insulina representé un gran paso en la medicina clinica, y
contribuy6 sustancialmente al progreso en el campo molecular y la endocrinologia, en el
uso de insulina para tratamiento de diabetes, gran interés en esta hormona vy
consecuentemente se convirti6 en un recurso disponible para estudios de caracterizacion

estructural y funcional (Steiner et al., 1967).

La proinsulina e insulina fueron las primeras hormonas proteicas cuya secuencia de
amino4cidos fue determinada (Ryle et al., 1955; Steiner et al., 1967; Adam et al., 1996).
El cDNA de la insulina fue uno de las primeros en ser clonados por la técnica de ADN
recombinate (Chan ef al., 2000). A la vez, con el avance en la endocrinologia molecular

se logré determinar la filogenia y el origen evolutivo de la insulina.
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Preprainsulina

Fig.6. Estructura de la insulina, constituida por 51 aminoécidos. La sintesis de insulina atraviesa
diferentes etapas: se fabrica como preproinsulina que luego se transforma en proinsulina al
cortarse sus extremos. La mayoria de la proinsulina se separa en dos partes: el “péptido C"
(conector) y la insulina, que estd constituida por dos cadenas polipeptidicas, una de 21
aminoacidos y otra de 30, unidas por dos puentes disulfuro.

Fuente: www.porquebiotecnologia.com.ar.

1.8.2 Factor de crecimiento tipo insulina (IGF)

Posteriormente al descubrimiento de la insulina, se identificaron a los factores de
crecimiento tipo insulina IGF-I y IGF-II, que juntos forman un sélo grupo de
polipéptidos, debido a un alto grado de homologia en la secuencia de aminoécidos y en

la estructura terciaria. fig 7.
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Fig.7. Estructura biologica del IGF, basada en disfracién de cristal de rayos-X.

Fuente: Tomado CSIRO, 2004.

Los IGFs son sintetizados por varios tipos de células y tienen efectos autocrinos o
paracrinos sobre células objetivo cercanas, asi como desempefiar una accién endocrina a
‘ través circulacién, cuando van acompafiados por una proteina enlazante (Sara ef al.,
1990). Estudios evidencian que los IGFs son un factor esencial de crecimiento,

estimulan la mitogénesis y crecimiento celular (Baker ef al., 1993).

1.9. PEPTIDOS TIPO INSULINA EN ARTROPODOS

La existencia de péptidos tipo insulina en artrépodos se reportd por primera vez en

1984, con la identificacion estructural de la secuencia de aminodcidos de péptidos

aislados (PTTH) del gusano de seda, Bombyx mori, capaz de estimular la produccién de
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ecdiesteroides en otra especie, Samia cynthia ricini, esta hormona denominada bombixin
(Smit er al., 1998; Riehle er al, 1999), posee gran similitud a la insulina, ambas
consisten en dos cadenas, conectadas por varias ligaduras de disulfuro, ademas
comparten igual numero de residuos de Cisteinas en cada cadena, y el espacio entre

ellos, son exactamente como en insulina (Smit e al., 1998).

Posteriormente, péptidos tipo insulina han sido identificados en el cerebro de otras
especies de insectos como la mariposa, Calliphora vomitaria; la mosca de la fruta,

Drosophila melanogaster, y la langosta Locusta migratoria (Smit et al., 1998).

Graf et al, (1997), realizé estudios en el mosquito Aedes aegypti, mostrando una
estimulacién directa de insulina bovina en la produccién de ecdiesteroides y sintesis de

proteinas en ovarios mediante cultivos in vitro.

Diversos estudios han demostrado la presencia de un péptido tipo insulina, que regula el

metabolismo de la glucosa en algunos tejidos en insectos (Verry et al., 2001).

En contraste a reportes en insectos, estudios en crustaceos evidencian que péptidos tipo
insulina (insulina-IGF) incrementan el nivel de glucosa en tejidos (hepatopancreas,
musculo y branquias (Richardson et al., 1997; Kucharski ef al., 1997)), demostrando
que la insulina actia en forma antagénica CHH, causando incremento de glucosa en

tejidos, es decir cumple una funcién metabélica en la sintesis de carbohidratos.




1.9.1. Insectos

Poco tiempo después del descubrimiento de la insulina, algunos investigadores pensaron

que esta hormona estaba presente solo en mamiferos y aves.

El aislamiento y caracterizacién de moléculas tipo insulina en invertebrados fue
realizado en base a conocimientos de las propiedades de insulina en vertebrados. En
esos estudios se evallio la inmunoactividad o bioactividad de tipo insulina en extractos

de tejidos intestinal en L. migratoria sin tener éxito.

El primer péptido tipo insulina caracterizado en insectos fue de Bombyx mori,
originalmente llamado hormona protoracicotrépica basada en su efecto ecdisiotropico en
Samia cyntia (Nagasawa ef al., 1986). Luego se denomin6 bombyxin por que no produjo
el mismo efecto en el organismo del cual fue aislada. No obstante, esta molécula afecta
al metabolismo de las reservas de carbohidratos en Bombyx mori (Satake et al., 1997).
La secuencia de Bombyxin asi como la insulina esta formada por cadenas péptidicas A y

B entrelazadas por un puente bisulfuro.

Péptidos tipo insulina han sido identificados en el cerebro de otras especies de insectos

como Locusta migratoria (LIRP) (Chan et al, 2000), Aedes aegyptis (Riehle ef al..

1999), Drosophila melanogaster y Calliphora vomitaria (Duve et al., 1979).

32




Recientes estudios muestran la presencia de receptores Drosophila melanogaster y el
nematodo Caenorhabditis elgans. La mutacion en estos receptores causa defectos en el
crecimiento y desarrollo (Chen ef al.,, 1996: Kimura et al., 1997). De esta manera la
insulina ademéas de desempeiiar un papel en el metabolismo de los carbohidratos, se

encuentra regulando procesos de crecimiento en insectos.

1.9.2. Crustaceos

La insulina es clasicamente considerada como una hormona secretada por las células 8
del pancreas en vertebrados. Sin embargo, algunos investigadores han demostrado la

presencia de insulina o IGF en crustaceos.

Por ejemplo, péptidos que interactiian especificamente con anticuerpos contra la insulina
bovina han sido detectados en hepatopancreas, intestino y hemolinfa de la langosta
Homarus americanus (Sanders ,1983b). En el cangrejo Carcinus maenas (Davidson et
al., 1971) y la langosta Panulirus argus (Gallardo et al., 2003), extractos etandlicos de
hepatopancreas mostraron actividad tipo insulina al ser probados en un tejido de ratén o
radioinmunoensayos para insulina humana, respectivamente. En el camarén Penaeus
monodon receptores de insulina han sido caracterizados en hepatopancreas y musculos

(Chuang et al., 1994).
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A pesar de la acumulada evidencia que soporta la existencia de péptidos tipo insulina/
IGF en crustaceos, hay escasos datos acerca a su importancia funcional a nivel

filogenético.

1.10. ENSAYO DE INMUNOABSORBANCIA DE ENZIMA LIGADA (ELISA)

La técnica ELISA (Enzyme-Linked InmunoSorbent Assays) que se podria traducir como
“Ensayos complejo enzimatico inmunosorbente” se basa en la cuantificacion de una
reaccion enzimatica asociada a la formacion de complejos inmunes. Esta técnica
combina la especificidad de los anticuerpos con la sensibilidad de un simple ensayo
enzimatico, mediante el uso de anticuerpos o antigenos unidos a una enzima facilmente

detectable.

El concepto de usar una reaccion especifica entre un anticuerpo y un antigeno como
método de cuantificar analitos le valio a Rosalyn Yalow el Premio Nobel de Medicina.
Su trabajo llevo al desarrollo de los Radio-Inmuno Ensayos (RIAs, usan compuestos
marcados radioactivamente) en los 50, lo que permiti6 la explosion del campo de la
Endocrinologia en los 60. Esta idea inicial fue modificada por los histélogos quienes
desarrollaron la Inmunocitoquimica que se basa en la unién de la peroxidasa a un
anticuerpo, usandose el conjugado para localizar antigenos en los tejidos (método
cualitativo). La deteccion es posible gracias a la conversion enzimatica de un sustrato en

un producto coloreado. Los ELISAs (desarrollados por primera vez en 1971) también
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usan un conjugado enzima-anticuerpo y hace posible la deteccion y cuantificacion
especifica de antigenos o anticuerpos en solucién. El ELISA, no es mas que una
reaccion colorimétrica en la que se relaciona la absorbancia del compuesto coloreado

formado con la concentracion del analito en la muestra.

La técnica ELISA ofrece una serie de ventajas sobre el uso de RIA:

* No usa compuestos radiactivos. Se evita la responsabilidad de producir y almacenar
residuos radiactivos.

* Menor equipamiento.

* Puede ser mas facilmente desarrollado y validado para una nueva sustancia.

* Menor coste.

Estas técnicas (tanto RIA como ELISA) se puede desarrollar y usar para cuantificar
cualquier molécula capaz de provocar una respuesta inmune especifica (hormonas,
proteinas, anticuerpos). Su uso esti ampliamente extendido: Tests caseros de embarazo,

controles antidoping, deteccion del VIH.

El ensayo inmunoenzimatico (EIA) consiste en el uso de anticuerpos que pueden

reconocer el antigeno de interés en una mezcla no purificada de antigeno, cuya reaccion

puede ser detectada por la presencia de una enzima unida al anticuerpo.
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1.10.1. Diferentes Formatos de ELISAs

Existen multitud de disefios a la hora de realizar un ELISA para cuantificar cualquier
antigeno (nos centramos en antigenos aunque también es aplicable a anticuerpos) pero
todos ellos se basan en el mismo concepto: Usando cantidades conocidas de antigeno
estandar sin marcar, se genera una curva estandar que relaciona absorbancia (del
producto coloreado formado) con la cantidad de antigeno. De esta curva se puede
determinar mediante unos calculos sencillos la cantidad de antigeno en la muestra

problema

1.10.2 ELISA tipo sandwich

El anticuerpo primario se adhiere a la placa. El antigeno (presente en las muestras
problema o en las muestras de concentracién estandar conocida) se incuba, siendo
capturado por el revestimiento (Anticuerpo primario) en una cantidad proporcional a la
cantidad presente en solucion. Después de lavarse el exceso de antigeno (no ha
reaccionado), se afiade al pocillo el anticuerpo secundario marcado, que se une al
antigeno que esta unido al anticuerpo primario. Después de una nueva serie de lavados
(eliminaci6n del anticuerpo marcado que no ha reaccionado) se afiade el sustrato que
contiene el compuesto cromogeno, que al reaccionar con la marca del anticuerpo
produce un producto coloreado, detectandose la variacién en la cantidad de color por
espectrofotometria (Lector de microplacas). La cantidad de sefial generada en la
reaccion es proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra. Tiene como

ventaja su gran sensibilidad y especificidad (fig.8).




3 ® e o # [{E

| R R

. \&E—/ Ag Jﬁ/ Ab secundario

| marcado

l :

| ‘ Pocillo recubierto El Ab primario captura el Ag  El Ab secundario marcado
' ! con el Ab primario lavado del exceso se une al Ag

Lavado del exceso

P Curva STD
'. 3
| e
‘ Substrato Lectura i
i E— —_— a
{ Antigeno}

La sefial aumenta al aumentar
la concentracion de Antigeno.

o Fig.8. Esquema del analisis de ELISA tipo sandwich .
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1.10.3. ELISA del tipo competitivo

Recientemente el método ELISA del tipo competitivo ha sido disefiado para la
cualificacién de ecdiesteroides en artropodos (Porcheron et el., 1989; De Reggi ef al.,
1992), el cual se resume en el siguiente método de funcionamiento: El primer anticuerpo
(IgG) es adherido a una fase so6lida (fig.9.1); posteriormente se adiciona el antigeno que
se desea cuantificar, luego se agrega otro antigeno marcado con una enzima, estos
quedan libres en el medio y se agrega el segundo anticuerpo considerado como un
antisuero que se unird al primer anticuerpo e identificara a los antigenos de interés. Este
antisuero reconocera ambos antigenos, la abundancia del antigeno de interés indicara
mayor o menor grado de uni6én del antigeno marcado (fig.9.2), lo cual se vera reflejado
al agregar un sustrato (fig.9.3) dando un cambio de color por la reaccion con la enzima,
es decir que la intensidad de color (grado de reaccion) es inversamente proporcional a la
cantidad de antigeno presente en la muestra. La intensidad del color es leida en un
espectrofometro, obteniendo resultados en absorbancias (unidades Opticas). Los
resultados son interpolados en la curva estandar de 20-hidroxiecdisona, la cual ha sido
sujeta al mismo proceso que las muestras. Tiene como ventajas la mayor sencillez por el

menor numero de pasos aunque la especificidad es menor.
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1.10.8. Componentes basicos

a) Anticuerpo

Es una proteina del suero producida por la serie linfoide, que pertenece a la familia de
las inmunoglobulinas y que es sintetizada en respuestas a una sustancia ajena (Ag).
Tiene la capacidad de reaccion con el Ag o configuracién antigena responsable de su

produccién. Podemos distinguir:

» Anticuerpos policlonales; sintetizados por miltiples poblaciones de células
productoras de Ac y por lo tanto, con ligeras diferencias en sus afinidades y

especificidades por el Ag.

» Anticuerpos monoclonales; sintetizados por una poblacion de células idénticas
(clon) que, por tanto producen Ac exactamente iguales frente a un Ag. Estan

dotados de mayor especificidad.

b) Antigeno
Es cualquier sustancia capaz de provocar la producciéon de anticuerpos. El grupo
quimico reconocido por el Ac se denomina determinante antigénico o epitopo. Es el

analito que va a ser medido.

41




¢) Antigeno marcado

Es un analito esencialmente idéntico al Ag que va a ser medido, y que esta marcado con

uno o0 mas atomos de un determinado radiénucleido.

1.10.9. Valoraciéon de un anticuerpo 4.

a) Titulo del anticuerpo

Es aquella dilucion del anticuerpo que liga el 50 % del Ag marcado bajo condiciones
determinadas. Se calcula haciendo diluciones seriadas del Ac e incubandolas en una
cantidad fija de Ag marcado, manteniendo constante el volumen del tampén, la T y el
tiempo de incubacién; después de la incubacidn se separan las fases libre/ligada y se
realiza el contaje. Se representa el porcentaje de ligada y se realiza el contaje. Se
representa el porcentaje de ligado (% Bo/Bo) frente a las diluciones del Ac y se elige

aquellas diluciones que ligue entre el 30-50 % o bien un cociente (B/F) o de 0.7 al.8.

b) Afinidad del anticuerpeo
Es la fuerza con la que el Ac liga al Ag y normalmente se expresa como constante de

asociacion. Se define la constante de afinidad como la inversa de la concentraciéon molar

de Ag que liga o satura el 50 % del Ac.
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2. PROCEDIMIENTO DE LA CARACTERIZACION DE LA

INSULINA EN EL CAMARON Penaeus vannamei.

El siguiente estudio fue realizado en las instalaciones del Centro Nacional de
Investigaciones Marinas y Acuicultura CENAIM-ESPOL. Situado en la comunidad de

San Pedro, de la Parroquia Manglaralto en la Provincia del Guayas.

Las muestras biol6gicas usados en el bioensayo fueron: camarones juveniles Penaeus
vannamei de 10,3120.17 gramos de peso, de piscinas camaroneras de OPUMARSA
(Palmar) y la Estacion Experimental de la Fundacion CENAIM-ESPOL (Palmar). Los 2

grupos de animales fueron mantenidos en 4reas separadas.

Para el primer bioensayo, se utilizé un tanque exterior de 8 toneladas y para el segundo
ensayo un tanque de 18 toneladas del departamento de Maduracién (CENAIM-ESPOL),
ambos tanques se mantuvieron con un recambio de agua (37 ppt) de 100 %. La

alimentacién se bas6 en un 5 % de dieta seca comercial, a temperatura ambiente (25 °C).
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2.1. MANEJO DEL EXPERIMENTO

2.1.1. Efecto de insulina / rhIGF-I sobre 6rganos Y

2.1.1.1. Insulina
Se elabor6 una solucién madre con 57.33 mg de insulina bovina (SIGMA) en 1 ml de

solucion de 4cido acético al 0.7 %, obteniendo una concentracion final de 102 M.

A partir de la solucion stock se prepar6 diluciones 10° M, 10* M, 10° M y 10 M,

10 My 107° M utilizando medio de cultivo.

2.1.1.2. Factor de Crecimiento Tipo Insulina recombinante humana (rhIGF-I)

Se preparé una solucién madre con 50 ug de rhIGF-I (SIGMA) en 1 ml de PBS,
obteniéndose una concentracion de 1.3x10” M. Posteriormente se realizé una segunda
dilucién de 1x10® M. en 1 ml de PBS, que fue utilizada para preparar las diluciones

10°M, 107'°M, 10""M y 10"°M.
2.1.1.3. Determinacion de Estadios de Muda

Los estadios de Muda fueron establecidos mediante la observacién en microscopio de la

parte interna del urépodo (Fig.10).
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Figura.10. Caracterizacién de estadios de muda mediante observacion microscopica directa.

Fuente: Robertson et al., 1987.

e Estadio A: Inmediatamente después de la Ecdisis, la matriz celular pigmentada

llena completamente las base setales, duracioén dos dias.

e Estadio B: La matriz celular retraida de la base setal, facilmente reconocida por

el espacio presente ocurrido en la base por retraccion, ocurre en el tercer dia.

e Estadio C: La matriz ausente de la base setal y aparecen pigmentadas desde la

linea epidermal hasta la base de las mudas setales, se presenta en el quinto dia.

e Estadio D;: El pigmento retraido desde la base de las mudas sobre la vieja
cuticula, octavo dia.

e Estadios D, — D3: El futuro pigmento retraido y el desarrollo de nuevas setas es
observado en el décimo segundo dia, luego se produce la ecdisis (muda) al

siguiente dia (24 horas), se observa el estadio A.
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2.1.1.4 Diseccién del Organo “Y”

Se colocod al animal en agua salada con hielo por 5 minutos para desacelerar el
metabolismo. Una vez inmovilizado el animal, se realiz6 un corte para separar el
cefalotérax del abdomen; luego se realiz6 un segundo corte longitudinal desde la regién
dorsal a la ventral del cefalotorax, que lo dividié en dos mitades iguales. Sobre una
bandeja pequefia de metal con agua de mar estéril a 4 °C, se fij6 a una almohadilla de

caucho una de las secciones, colocando la parte del exoesqueleto hacia abajo (fig.11).

A continuacién se separ6 las branquias y apéndices hacia atras y se sujet6 con agujas a
la almohadilla ambos lados, de manera que quedé expuesta la epidermis que recubre la
region branquial. Se realiz6 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. Luego se completo el corte hacia arriba y en
los extremos en forma de un rectangulo. Finalmente se transfiri6 la fina pelicula de
tejido a un microtubo con agua de mar estéril a 4 °C por diez minutos, para su

estabilizacion previa a la incubacion en medio de cultivo.
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Figura.11 Diseccién del Organo “Y” de camarones Penaeus vannamei.

2.1.1.5. Cultivo de érganos "Y" in Vitro

Una vez disectados los organos "Y" y estabilizados en agua de mar estéril
(anexos # 1), durante 10 minutos a 4 °C, se transfiri6 cada uno de los tejidos "Y" a
celdas de microplacas (96 celdas Nunc-Immuno TM surface) que contenian 200 pl/celda
de medio de cultivo M199 (preparacién segtn Blais et al., 1994) y fueron mantenidos
por una hora (T1) a temperatura ambiente. Luego de la primera hora de incubacién, un
organo Y (tratamiento) fue transferido a una celda que contenia medio de cultivo fresco
y la hormona a probar (Insulina o Factor de crecimiento tipo insulina), mientras que el
otro 6rgano Y (control) se depositdé en una celda con medio de cultivo fresco sin

hormona.

Ambos 6rganos Y fueron incubados por un lapso de dos horas (T2). Posteriormente los

mismos fueron removidos a otra celda con medio de cultivo fresco por una hora mas
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(T3) (fig.12). Terminado el tercer periodo de incubacion, se desecharon los 6rganos Y

almacenando las muestras de medio de cultivo a -20 °C.

.Q.\
N\
\ gL

Figura.12. Cultivo de 6rganos "Y" in Vitro, diagrama de incubacién del 6rgano Y.

Para determinar el grado de estimulacion de ecdiesteroides se relaciono la concentraciéon
obtenida del T1 y el T3 para el tratamiento y el control del proceso de incubacion (ver

ejemplo).

-Primera hora (T1)
Concentracion de ecdiesteroides del OY-Tratamiento (0,017 ng/ul).
Concentracion de ecdiesteroides del OY-control (0,033 ng/ul).

Tasa de la concentracion de ecdiesteroides T1 0.017 7/ 0.033=0.52
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-Tercera hora (T3)
Concentracién de ecdiesteroides del OY-Control 0.058 (ng/ul).
Concentracién de ecdiesteroides del OY-Tratamiento (0.019 ng/ul).

Promedio de la concentracion de ecdiesteroides T3 0.019/0.058 = 0.33

-Relacion de la tasa de produccion t3/t1.
Tasa del T1: 0.52 ng/ul.

Tasa del T3: 0.33 ng/ul.

*Tasa de estimulacion: 0.33 /0.52 =0.64
*Si la tasa de estimulacion es >1: Hubo estimulacion en comparacion con el control.
*Si la tasa de estimulacion es <1: El tratamiento produjo una inhibiciéon en comparacién

con ¢l control.

2.1.1.6. Ensayo de inmunoabsorbancia de enzima ligada (elisa) (Anexo # 3)
2.1.1.6.1. Curva estandar

Se utilizé 20-Hidroxyecdysone (20-E SIGMA) a una concentracién 10° M, como

solucion madre.

La curva estandar consistié en diluciones en un rango de 107 M. a 101! M, para lo cual

se prepard 10 microtubos con medio de cultivo, 5 de ellos con 170 ul, los otros 5 con
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360 ul y fueron ordenados de forma alternada.

Se agreg6é 80 ul de solucion 10° M al microtubo A (170 ul de M119) y 40 ul al
microtubo B (360 ul de M119), luego se homogeniz6 con vortex, los microtubos C y D
recibieron 80 ul y 40 ul de la soluciéon del microtubo B, respectivamente. Se repiti6 el

proceso hasta completar las 10 muestras (fig.13).

10-6 M A B C D E F G H I J
170ul  360ul 170ul  360ul 170ul  360ul 170ul  360ul 170ul 360ul

Figura. 13. Curva estandar preparada con medio de cultivo M199 y 20-E.

2.3.1.6.2. Protocolo de la Técnica Elisa (Anexo#.2).

a) Fijacién (Coating) de placas ELISA.

Se prepar6 una solucion de recubrimiento para 10 microplacas, con una dilucién 1:1000
de anticuerpo (GAR, Bélgica) en 10 ml de tampdn de Fosfato 1 M., pH 7,4 y 190 ml de
agua miliQ. Se distribuyé 200 u/ de la mezcla/celda de las microplacas y se incubo a
temperatura ambiente por 24 horas. Se agregé 100 4/ por celda de una solucion de BSA
(0,300 g en 100ml de agua mili Q) y las microplacas se mantuvieron a 4 °C por lo

menos 12 horas antes de su uso.
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b) Lavado de microplaca
Se eliminé el contenido de la placa previamente incubado y se lavé 5 veces con 200 u/
por celda de solucién de lavado (0,01 M de tamp6n de Fosfato con 0,05 % de Tween

20).

¢) Solucién de anticuerpo y tracer enzimaitico

Se empleo el tracer (rastreador) enzimatico succinyl-20 hidroxyecdysone ligado a la
peroxidasa donado por el Dr. Delbeque (Universidad Bordean, Francia) y anticuerpo
anti 20-E de conejo (AS 4919) donado por el Prof. Patrick Porcheron (Universidad de

Paris, Francia).

Se prepar6é una dilucion 1:1000 de anticuerpo y una solucién de tracer a una dilucién

1:10000 con tamp6n de fosfato 0.1M.

Las diluciones fueron realizadas en tubos de vidrio y almacenadas a 4 °C para su uso en

el momento.

d) Incubacién
Las celdas de la microplaca se llenaron por duplicado de forma ordenada con los
estandares: 50 u/ cada uno; seguido de las muestras, 50 u/, finalmente dos celdas con 50

ul de M119 como control de porcentaje de union y dos celdas con 100 u/ de M119
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como control o blanco, luego se agreg6 50 ul de tracer enzimatico y 50 u/ por celda de
anticuerpo AS 4919 a todas las celdas excepto a las correspondientes al blanco, con

ayuda de una pipeta multicanal.

Para la reaccién inmunoldgica, la microplaca se incubd por dos horas en agitacion
continua a 70 r.p.m en una bandeja de agitacién (Stuart Scientific) a temperatura

ambiente.

¢) Reaccion enzimatica
Se lavé la microplaca, como en el literal b), luego se adicion6 200 u/ por celda de la
mezcla de reactivo de coloracién y se dejo en agitacion continua, para el desarrollo de la

reaccion por 50 minutos.

f) Lectura y analisis
Finalmente se leyé la microplaca en espectrofotometro BIOCHRAMITA a 620 nm. La

informacion obtenida, se transformo utilizando la férmula:

S-B
x 100
By
B: Es igual a la absorbancia del blanco.

S: Esigual a la absorbancia del estandar o muestra.
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B,: Es igual a la absorbancia del control de 100 % de unién.

Se graficé la curva estandar con los ecdiesteroides (logaritmo base 10) en la abscisa
versus B/Bo en la ordenada. Los datos fueron linearizados y la formula resultante fue

utilizada para el procesamiento de los datos de las muestra.
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2.2. EFECTO DE INYECCION DE INSULINA/rhIGF SOBRE METABOLISMO

DE LA GLUCOSA (Anexos.#. 4.)

2.2.1. Administracién de las hormonas (Insulina/rhIGF-I)

Fueron seleccionados animales de 10.3%#0.17 gramos, que fueron inyectados en
diferentes grupos de tratamientos (insulina, factor de crecimiento y PBS), a una
concentracién de 0.1 ug/g de peso del animal, en un volumen de solucién del 1 % del

peso del animal (100 /).

Se inyecto en el primer segmento abdominal, region ventral (membrana artropoidal) del

camaron.

2.2.2. Extraccion de hemolinfa

Para la extraccion de la 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, region ventral (membrana
artropoidal) del animal. 100 »/ de hemolinfa fue transferida a microtubos de 1,5 ml
(Eppendorf) previamente llenados con 300 u/ de etanol al 95 %. Los microtubos fueron
centrifugados a 4.000 r.p.m. por 5 minutos a 4 °C. Se separé el sobrenadante para el

respectivo analisis.
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2.2.3. Extraccion de tejidos

2.2.3.1 Extraccién de hepatopédncreas

Los camarones fueron colocados en agua salada, luego se le realiz6 un corte transversal
de la membrana que une el cefalotorax con el abdomen en la region dorsal, seguido por
un segundo corte desde la parte posterior a la anterior del cefalotérax, quedando
descubierto el hepatopancreas y finalmente se realizé un corte en el sitio de unién del

cordon intestinal.

El hepatopancreas fue transferido a un microtubo de criopreservacion (NUNC®), y

almacenado en nitrégeno liquido para su posterior analisis.

2.2.3.2. Extraccién del misculo

En la extraccion del musculo, se elimin6 el exoesqueleto del abdomen y se corto
transversalmente en el segundo segmento abdominal. El tejido fue transferido a un
microtubo de criopreservacion (NUNC®) y luego almacenado en nitrégeno liquido para

su posterior analisis.

2.2.3.3. Extraccion de branquias
La extraccion de las branquias se realizd eliminando el exoesqueleto que cubre la

camara branquial, para luego realizar un corte en la parte basal de las branquias. Luego
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se transfiri6 las branquias a un tubo de criopreservacion (NUNC®) y almacenado en

nitrégeno liquido para su posterior andlisis.

2.2.4. Analisis de Glucosa
Para analisis de glucosa libre (hemolinfa) se utilizé un Kit (SIGMA) Glucosa, con la
modificaciéon del volumen de la muestra a cuantificar y para glucégeno en tejidos se

realiz6 mediante el protocolo de Dubois ef al ., (1956).

2.2.4.1. Curva estandar de glucosa (Kit Sigma)
Se realizo una curva estandar de glucosa, elaborada en etanol 95 % y agua dehionizada
(v/v: 3:1) para el analisis de la hemolinfa y en &cido tricloro acético (ATC) para el

andlisis de tejidos.

A partir de una solucién madre de 0,1 ug/ul de glucosa se prepararon diluciones seriadas

de 0-5 ug (10 puntos) para un volumen de 120 ul. (Fig. 14).

Stock de Glucosa.

1,25X10-3 ug/ul

7,5 ul 15 ul 225 ul 30ul 375ul 454l 52,5ul 60wl 90ul 120 ul STOCK

” 3 ”4 n S ”6 ﬂ7 HS ”9 10

O O000C]

112,54 105 ul 97,5 ul 90 ul 825ul 75ul  675ul  60ul 30ul 00 «/ H2O0/Citrato

Figura.14. Curva Standard de glucosa, elaborada para corregir los datos de lectura realizadas con el Kit
sigma para glucosa.
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2.2.4.2. Protocolo de anilisis de glucosa (Kit Sigma)

En microtubos se mezcld 80 ul de reactivo del kit de glucosa sigma y 40 u/ de muestra o
estandar. Luego se incub6 por 15 min. a temperatura ambiente. Las mezclas fueron

leidas en el espectrofotémetro (Thermo spectronic-Genesys 20) a 340 nm.

2.2.4.3. Procesamiento de tejidos (suero enzimitico)

2.2.4.3.1. Preparacion de suero enzimatico

Se utiliz6 un microhomogenizador de tejido (Ultra Turax T »5s) para macerar el
hepatopéncreas en 0,5 ml de agua destilada y enrasado hasta 1,5 ml con la misma
calidad de agua. Se usé tubos de microensayos (eppendorf) para mantener el
hepatopancreas homogenizado y sumergido en hielo picado hasta su inmediata
centrifugacién a 13000 r.p.m. por 5 minutos a 4 °C en centrifuga (KOKUSAN H200B) y
congelados en —80 °C, el dia anterior, la muestras fueron transferidas a un congelador

de —20 °C por 24 horas y posteriormente mantenidos a 0 °C.

2.2.4.2. Determinacion de glucégeno

2.2.4.2.1. Preparacién de la Curva de calibracién

Se disolvi6 0,01 g de glucosa en 20 ml de ATC (Acido Tri-Cloro Acético) al 20 %

(solucién madre), seguidamente se tom6é 2000 #/ de solucién madre y diluir a 10 ml
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con ATC al 20 %, obteniéndose una concentracién de 100 ug/ml (solucién de trabajo) y

a continuacién se procedié a transferir 100, 150, 200, 300, 600, 400, 700 y 800 u/ de
solucidn de trabajo (100 ug/ml) a tubos de ensayos (20 ml) y se llevé hasta 2000 u/ con

agua destilada.

El blanco se prepara s6lo con 2000 u/ de agua destilada.

Se afiadi6 a todos los tubos 500 u/ de fenol al 80 % y 5 ml de acido sulfiirico

concentrado y se agit6 inmediatamente.

Después de transcurrir 30 minutos se ley6 en el espectofotometro a 492 nm.

2.2.4.3. Analisis de la muestra

En tubos plasticos de centrifuga de 10 ml, se adicion6 100 u/ de suero enzimético

a 2000 ul de ATC al 20 % y se agit6. El precipitado formado se descartdé por

centrifugacion a 3000 r.p.m. por 20 minutos y el sobrenadante se transfiri6 a otro tubo

de centrifuga con 2000 u/ de éter de petroleo.

Después de centrifugar a 3000 r.p.m. por 20 minutos se descartd la fase superior que

contiene éter y ATC cuidadosamente con ayuda de una pipeta de 5 ml.
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A continuacién se tomé 500 u/ de la fase inferior hacia un tubo de ensayo de 20 ml. y se
adicion6 a todos los tubos 1500 u/ de agua destilada, 500 u/ de fenol al 80 % y 5 ml de

acido sulfurico concentrado, para luego ser agitado.

Después de transcurrir 30 minutos se midié la absorbancia en un espectrofotémetro

a 492 nm.

El resultado se expreso en mg/ glucégeno/g hepatopancreas.

2.2.5.1. Diseilo experimental

2.2.5.1.1. Experimento 1

El disefio experimental fué realizado para la determinacion del efecto de la
insulina/rhIGF sobre la sintesis de ecdiesteriodes en cultivos in vitro del Organo Y, en
diferentes estadios de muda, mediante arreglo factorial 5X4, con 8 wunidades
muestreales, comprendiendo un total de 160 muestras en el anélisis por cada rhIGF, y
para insulina un arreglo factorial 5X6, con 8 réplicas dando un total de 240 unidades

muestreales, ademas de 8 unidades muestreales por estadio como control, como lo

muestra la tabla 1.
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Tabla I. Disefio factorial del analisis de secrecién de ecdiesteroides para insulina/rhIGF.

Factor A Factor B
Estadios de muda Tratamientos
rhIGF Insulina Control
A-B
|2 |2 |Z|=|5|=|=|=2|=
23888848k
C
|2 |2 |Z|=5|=|=|=|=|2
A EEEHEAR
DO
S|1Z |2 |2|=2|=2|=2 2|22
e |2 |2ltle B8l
D1
S|2 |2 |2s|=|5|=2|=|2
HAEEEEEEEAE
D 2-3
|2 |2 |Z|s|=|=5|=5|=|2
SRR EIEIEEEEaE

En el andlisis estadistico, se realizoé la prueba de Anderson-Darling para establecer la
normalidad de los datos y la prueba Levene para homogeneidad de varianza. Los
resultados obtenidos fueron evaluados mediante una tabla de contingencia y evaluados

mediante "Ji" cuadrado.

2.2.5.1.2. Experimento 2

El disefio experimental consisti6 en la observacion el efecto post inyeccion de

insulina/rhIGF sobre los niveles de glucosa de la hemolinfa y tejidos de camarones

juveniles P vannamei, después de 1, 3, y 5 horas, mediante un arreglo factorial 3X4
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completamente aleatorio, con 10 unidades experimentales por tratamiento, dando un

total de 120 unidades experimentales.

En cada unidad experimental se tomé 4 tipos de muestras (hemolinfa, hepatopancreas,

musculo y branquias) para el respectivo analisis de glucosa

Para el analisis estadistico se realizé la prueba de Anderson-Darling para establecer la
normalidad de los datos y la prueba Levene para homogeneidad de varianza. Los
resultados obtenidos fueron analizados mediante un disefio de Cuadrados Latinos y
evaluados por el analisis de varianza (ANOVA). Una vez que se verificaron diferencias
significativas (p<0.05) los datos fueron analizados por la prueba de rangos multiples de

LSD, para determinar cual tratamiento fue diferente de otro.

Tabla II. Disefio factorial del analisis de glucégeno en tejidos para insulina/rhIGF.

Factor A Factor B
Tratamientos Tiempos
Insulina Ohora | 1hora | 3 horas | 5 horas ;
rhIGF 0 hora 1 hora | 3 horas | 5 horas
Control Ohora | 1hora | 3 horas | 5 horas
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2.2.5.1.3. Datos evaluados

Ensayo 1
Estadios de muda.

Insulina/rhIGF.

Produccion de ecdiesteroides.

Se evaluo el estadio de muda en cada uno de los animales para poder comparar en que
estadio y como fue el comportamiento frente a la hormona (Insulina/rhIGF)

cuantificando el nivel de produccion de ecdiesteroides.

Ensayo 2
Estadio de muda.

Insulina/rhIGF.

Niveles de glucosa y glucdgeno en hemolinfa y tejidos.

Se evaltio el estadio de muda (intermuda) para ver el comportamiento frente al la

hormona (Insulina/thIGF), mediante la cuantificion de niveles de glucosa y glucégeno,

en hemolinfa y tejidos.
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3. EFECTOS DE LA INSULINA/rhIGF-I EN LA PRODUCCION DE

ECDIESTEROIDES Y NIVELES DE GLUCOSA.

3.1 EFECTO DE PEPTIDOS TIPO INSULINA EN LA PRODUCCION DE

ECDIESTEROIDES

La habilidad de péptidos tipo insulina en estimular la produccién de ecdiesteroides fue

probada en oOrganos Y aislados de camarones juveniles P vannamei en diferentes

estadios de muda.

Los 6rganos Y fueron cultivados in vifro durante tres tiempos diferentes.

3.1.1 Interaccién de los estadios de muda con insulina bovina en cultivos in vifro

Organos Y de camarones en diferentes estadios de muda, fueron sometidos a seis tipos

de concentraciones de Insulina bovina (10°M, 10™*M, 10°M, 10°M, 10*M y 10"°M),

Previo al anlisis estadistico, los datos fueron asignados en grupos para luego
clasificarlos dentro de cada grupo con respecto al nivel de efecto numerado del 1 al 4,
para luego ser analizados mediante una tabla de contingencia y posteriormente ver si

existen diferencias significativas mediante la prueba de "Ji" (Chi) Cuadrado.
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Los resultados obtenidos después de aplicar el analisis de "Ji" Cuadrado no mostrd
efectos significativos (p>0.05) de interaccién entre el estadio de muda y las
concentraciones de insulina a los que fueron sometidos, como se muestra en la figura

15

6.00

C o10-10M
el m10-8M
pell 010-6M
3.00 010-5M
2.00 1 m 104N
100 - @10-3M
0.00 -

Estadio de muda

Figura. 15 Efectos de concentraciones de insulina sobre ecdiesteroides cuantificado en ratios, barras
verticales indican el error estandar de la media
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3.1.2. Interacciéon de los estadios de muda con rhIGF-I en cultivos in vitro

Previo al andlisis estadistico, los datos fueron analizados de igual forma que el ensayo

anteriormente descrito con insulina bovina en cultivos in vitro.

Los resultados obtenidos después de aplicar el analisis de "Ji" Cuadrado no mostrd
efectos significativos (p>0.05) de interaccion entre el estadio de muda y las

concentraciones de thIGF-I a las que fueron sometidas (Fig 16).

0 0 10-12M
.. m10-110]
34 010-10M
2 4 i T 0O10-9M
3 N i

D T T T - T

C Do D1 D2
Estadio de muda

Figura. 16. Efectos de concentraciones de rhIGF-I sobre ecdiesteroides cuantificado en ratios, barras
verticales indican el error estandar de la media.
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3.2. EFECTO INYECCION PEPTIDOS TIPO INSULINA SOBRE NIVELES DE

GLUCOSA

3.2.1. Niveles de Glucosa en hemolinfa

Bajo la hipétesis de que péptidos tipo insulina desempefian una funcién en el
metabolismo de la glucosa en los crusticeos, se procedié a evaluar el efecto de la
Insulina y rthIGF-I en camarones juveniles P. vannamei, a través de la cuantificacion de

niveles de glucosa en la hemolinfa, luego de una inyeccioén de insulina bovina o factor

de crecimiento tipo insulina.

Los niveles de glucosa fueron expresados en ug/ml de hemolinfa, comparados entre

tratamientos y tiempos de muestreo post inyeccion. Se observo diferencias entre

tratamientos y control, como nos muestra la Tabla. I.

Tabla .III. Niveles de glucosa en hemolinfa, mediciones a través del tiempo después de que los
animales fueron inyectados con péptidos tipo insulina. Los valores son expresados en ug
glucosa/ml hemolinfa, + error estandar, * diferencias significativas (p < 0.05) y ** diferencias

significativas (p < 0.01)
TIEMPO rhIGF-1I INSULINA CONTROL (PBS-BSA)
0 19.72+ 1.58 19.72+ 1.58 19.72+ 1.58
1 24.57 £2.55%* 18.85+2.42 15.57+ 5.68
3 16.85+5.78 12.81+1.18 1524+ 5.15
5 18.78+1.14* 55.42+13.35 45.06+ 8.18

En el comportamiento entre la hormona (Insulina/IrthGF-I) y el nivel de Glucosa en

hemolinfa, se pudo observar que después de una hora post inyeccién existe un
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incremento, siendo thIGF-I altamente significativo en un 37 % (24.57 £2.55 ug**) que

insulina con un 16 % (18.85+2.42 ug), respecto al control (15.57+5.68 ug), pero

present6 una leve disminucion de glucosa comparado con el tiempo inicial.

A las tres horas no se ven diferencias significativas de los tratamientos con respecto al
control. Observandose para el rhIGF-I un incremento de 9,6 % (16.85+5.78 ug),
mientras que el tratamiento con Insulina disminuyé en un 19 % (12.81=1.18 ug)
referente al Control, pero ambos disminuyeron el nivel de glucosa respecto al tiempo

inicial (TO= 19.72+ 1.58 ug).

A las cinco horas de la inyeccién de los tratamientos, se observé un comportamiento
inverso al registrado a las 3 horas de la inyeccion. El tratamiento con rhIGF-I disminuy6
significativamente los niveles de glucosa un 58 % (18.78% 1.14 ug.*), mientras que el
tratamiento con Insulina no provoc6 cambios con respecto al control (45.06+ 8.18 ug),
sin embargo insulina y control difieren al tiempo inicial, incrementando los niveles de

glucosa (Fig.17).
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Figura.17. Efectos de Insulina/rhIGF-I sobre el nivel de glucosa en hemolinfa, después de 4 intervalos de
tiempos distintos, barras verticales indican el error estdndar. El asterisco representa que el valor es
significativamente diferente que el control * (P< 0.05); ** (P <0.01).

El tratamiento con rhIGF-I tuvo un efecto altamente significativo (P < 0.01) comparado
al tratamiento con PBS (control), incrementado los niveles de glucosa después de 1 hora
y luego disminuyéndolos a las cinco horas post inyeccién, mientras que el tratamiento
con insulina bovina no mostr6 diferencias significativas en cada uno de los tiempos
comparado con el tratamiento control. Sin embargo, ambos tratamientos (insulina y
control) difieren en el tiempo 5 respecto al tiempo 1 y 3, incrementando el nivel de
glucosa en la hemolinfa, mientras que IGF se mantiene cerca del nivel del tiempo

inicial, durante el tiempo de ensayo.
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3.2.2. Niveles de Glucégeno en tejidos

Los resultados de glucogeno en tejidos son expresados como mg por gramo de tejido

hamedo (mg/g tejido),

3.2.2.1. Hepatopancreas
Los resultados de glucoégeno en hepatopancreas después de aplicar el andlisis de
varianza de 2 vias mostrd diferencias significativas (P < 0.05) entre el tratamiento con

insulina y el control.

En el tiempo 1 no se observo diferencias entre el efecto de las hormonas comparados
con el control, no obstante, el efecto de los tratamientos si difirieron con respecto al
nivel registrado antes de la inyeccion (0.2132+0.026 mg), observandose una

disminucidn en el nivel de glucégeno.

A las tres horas de la inyeccidn, el tratamiento con insulina ocasiond un incremento en
el nivel de glucégeno (0.288+1.015 mg*) significativamente (P<0.05) superior con
respecto al control (0.175£0.017 mg). El tratamiento de rhIGF-I no present6 diferencias
significativas, observandose un leve incremento en el contenido de glucégeno
(0.153+0.017 mg) con respecto al tiempo 1 (0.120+£0.016 mg). Sin embargo, este
incremento no fue mayor al nivel de glucégeno registrado en el tiempo inicial

(T0=0.213210.026 mg).
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Después de 5 horas de la inyeccion, el tratamiento con insulina presenta diferencias

significativas (0.169£0.015 mg*), notandose una disminucion en la cantidad de

glucégeno comparado con el control (0.165+0.015 mg) y el tiempo cero (0.2132+0.026

mg) (Fig 18).
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Figura. 18. Efectos de insulina/thIGF-I sobre el nivel de glucogeno en hepatopancreas, barras verticales
indican el error estandar, barras verticales indican el error estandar. El asterisco indica que el valor es
significativamente (P< 0.05) diferente del control.
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3.2.2.2. Misculo

Después de aplicar ANOVA de 2 vias y encontrar diferencias (p< 0.05) se observé una
disminucién en el contenido de glucégeno (0.147+0.017 mg **) con el tratamiento de
insulina comparado con el control (0.785+0.136 mg). De manera similar, el tratamiento
con rhIGF-I (0.290+0.018 mg) ocasiond una disminucién comparado con el tiempo
inicial, sin embargo el efecto no fue significativo con respecto al tratamiento control. En
el tiempo 3, el tratamiento con insulina caus6 una disminucién altamente significativa
(0.11040.016 mg**) en el nivel de glucégeno comparado con el control (0.285+0.017
mg), asi como el tratamiento con rhIGF-I presento6 diferencia significativa (0.181£0.019
mg*) frente al control (0.285+0.017 mg). En el tiempo 5 se registr6 una leve
disminuci6n significativa de glucdgeno con el tratamiento de insulina (0.079+0.017

mg*) mientras que rhIGF-I no presenté diferencias significativas (0.131+0.018 mg).

Tanto los tratamientos como el control, ocasionaron una disminucién de glucdgeno a
través del tiempo siendo el tratamiento con insulina el que ocasion6 disminucion de
glucogeno en todos los tiempos post inyeccién medidos, notindose diferencias
altamente significativas (P < 0.01) en el tiempo 1 y 3. Mientras que el tratamiento con

thIGF-1 solo mostré diferencias significativas (P < 0.05) en el tiempo 3 (Fig. 19).
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Figura.19. Efectos de concentraciones de insulina/rhIGF-I sobre el nivel de glucégeno en musculo, por
gramo de tejido, barras verticales indican el error estindar. El asterisco indica que el valor es
significativamente (P< 0.05) diferente del control.

3.2.2.3. Branquias

La concentracion de glucégeno en branquias fue significativamente diferente con el
tratamiento de insulina, después de una hora de la inyeccién con valores de
0.078+0.016 mg**, mientras que el tratamiento de rhIGF-I no present6 diferencias
significativas (0.061+0.016 mg) frente al control (0.038+0.017 mg). Ambos tratamientos
ocasionaron un ligero incremento en el contenido de glucégeno con respecto al
registrado en el tiempo inicial (0.066+0.012 mg). En el tiempo 3, el tratamiento de
insulina produjo un incremento altamente significativo (P < 0.01) en el nivel de
glucégeno, mientras que con el tratamiento de rhIGF-I no se observé variaciones
respecto al contenido inicial de glucogeno y al control. En el tiempo 5, el tratamiento de
insulina se muestra similar al tiempo 3, siendo estadisticamente superior (P < 0.05) al

control (0.131+0.017 mg), mientras que rhIGF-I mostr6 una disminucién en el nivel de
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glucogeno (0.07910.018 mg) comparado al control (0.131+0.017 mg) y al tiempo cero

(0.066+0.012 mg) (Fig. 20).
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Fig. 20. Efectos de concentraciones de insulina/thIGF-I sobre el nivel de glucdgeno en branquias, por
gramo de tejido, barras verticales indican el error estandar, barras verticales indican el error estandar. El
asterisco indica que el valor es significativamente (P< 0.05) diferente del control.

73

e e



DISCUSION

IN VITRO

Basados en la evidencia de que los péptidos tipo insulina son capaces de estimular la
produccion de ecdiesteroides en ciertas especies de insectos, uno de los objetivos de este
trabajo fue determinar si la Insulina o el thIGF-I tienen efectos similares sobre la sintesis
de ecdiesteroides en el camardn P. vannamei, a través de cultivos in vitro de 6rganos Y

durante el ciclo de muda.

Varios estudios han reportado la produccién de ecdiesteroides estimulados por péptidos
tipo insulina en insectos. Autores como Graf et al. (1997), demostraron una induccion
en la sintesis de ecdiesteroides por la presencia de insulina porcina y bovina cuya dosis
requerida de insulina esta en el rango micro Molar (Zhang and Roth, 1992. Fide Graf et
al, 1997). De manera similar, Riehle et al. (1999) observé una produccion de
ecdiesteroides en ovarios de mosquitos Adedes aegypti describiendo una respuesta
dosis-dependiente a insulina bovina. Riehle et al. (1999), demostraron que
concentraciones de insulina bovina menores a 17 M (rango 0.170 »M - 17 M) pueden
incrementar la produccién de ecdiesteroides comparados con el control, mientras que en
concentraciones mayores a 170 M de insulina no ocasionaron estimulacién en la

produccion de ecdiesteroides.
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Contrariamente a lo reportado por Graf et al. (1997), Riehle et al. (1999) y Maniére et

al. (2004), quienes encontraron efectos significativos de la insulina en la produccion de
ecdiesteroides, en el presente trabajo de tesis de grado no se observan efectos
significativos al probar con la hormona insulina, a pesar de utilizar un rango de

concentraciones similares (10° M a 10°M).

Por otro lado, es conocida la accién de los IGFs como factor de progresion para
estimular las células en la fase de sintesis de ADN (Fase S) del ciclo celular. Esta accién
mitética ocurre en unién con factores de competencia, como PDGF (factor de
crecimiento de las plaquetas) y FGF (factor de crecimiento de los fibroblastos) que

provienen de promotores de crecimiento, los cuales inician el ciclo celular (Sara and

Hall, 1990).

Al probar la habilidad de factores de crecimiento tipo insulina (IGFs), Hatt e al.,
(1997), en estimular el crecimiento de una linea celular de insectos (IAL-PIDA2).
Observaron un efecto dosis dependiente entre un rango de concentracién de 10-100 pM,
definiendo a IGF-I como un factor de progresion mds no como un factor de
crecimiento, al facilitar rapidamente la sintesis de ADN (Fase S), mediante la

incorporacion de 5-bromo2’-deoxiUridina (BrdU) y posterior mitosis celular.

En los resultados del presente trabajo de tesis, al probar con concentraciones nano y

pico Molares (10'9 y 102 M) en 6rganos Y de P. vannamei no se observan efectos
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significativos en la produccion de 20-E, esto puede deberse a que IGF-I actua mas como

activador de crecimiento en tejidos periféricos incluyendo epidermis (Sara and Hall,
1990; Hatt e al., 1997), como ha sido descrito en Palaemonetes pugio, donde se
observé un incremento en tallas de las células, no asi el niimero de células epidermales
(Okazaki and Freeman, 1993 fide Hatt et al., 1997). Ademss, en el presente estudio, no
se incluy6 un andlisis de los tejidos al término del cultivo o una cuantificacion de la
cantidad de proteinas producidas en el medio. Generalmente, la accion de IGFs depende
de la ubicacién y respuesta de sus células objetivos. Si las células estan en una fase
hiperpléstica, los IGFs actiian estimulando una proliferacion celular, en cambio si las
células estén en una fase de crecimiento hipertréfico o en un estado maduro no divisible,

se inhibe la proliferacién celular (Sara and Hall, 1990).
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INVIVO

HEMOLINFA
Bajo la hipétesis que péptidos tipo insulina desempefian una funcién en el metabolismo
de la glucosa en los crustéceos, se procedio a evaluar el efecto de la Insulina/thIGF-I en

juveniles P. vannamei.

En humanos, la insulina esta relacionada con la regulacion del metabolismo de
carbohidratos, facilitando la captacion de glucosa de la sangre y la sintesis de
glucdgeno en tejidos objetivos. Una funcién similar se observa en hemolinfa de insectos
con péptidos tipo insulina, aunque en la mayoria de estos insectos la hemolinfa no esta
mayormente constituida por glucosa, sino que representa menos del 4 % del azucar total

en insectos (Barret and Loughton 1986, Masumura et al., 2000).

A diferencia de los insectos, en crusticeos la glucosa es el mayor componente de
carbohidratos en la hemolinfa (Hohnke and Scheer 1970 fide Sander 1983c). Contrario
a Barret and Loughton 1986, Masumura ef al., 2000, los resultados del presente trabajo
indican que el tratamiento con insulina bovina no mostr6 diferencias significativas en
los niveles de glucosa de cada uno de los tiempos post inyecciéon comparados con el
tratamiento control. Resultados similares fueron obtenidos por Sanders 1983c en
Homarus americanus, los cuales junto con otros reportes afirman que la insulina de
mamiferos no tiene efectos en los niveles de glucosa en hemolinfa en varias especies de

crustaceos (Hemmiingsen 1924, Roche and Dumazer 1935, Dleinhatz et al., 1950 fide
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Sanders 1983c), y sugieren que las funciones de la insulina en una especie depende de la
filogenia, fisiologia y tipo de tejido en que se encuentra (Sanders, 1983c¢, Sara and Hall

1990).

Paralelamente en animales sometidos con la hormona rhIGF-I si se observaron cambios
significativos en el contenido de glucosa en la hemolinfa. En la primera hora se observo
un incremento en el nivel de glucosa y en la quinta hora, el rhIGF-I mantuvo los niveles
bajos de glucosa similares a los medidos en el tiempo 3 y tiempo inicial, mostrando un
posible rol glucostatico. En los animales control el nivel de glucosa se eleva al cabo del
ultimo muestreo (figl2), debido a factores como stress (Tildan ef al., 2001; Santos et al.,

2001) y ritmo circadiano (Molina ef al., 2000; Santos et al., 2001).

El rol glucostatico de péptidos tipo insulina en la hemolinfa no es claro. En insectos,
animales inyectados con insulina humana se observa hipoglicemia hasta una hora post
inyeccién (debido a la escasa cantidad de glucosa total en insectos) en Locusta
migratoria (Moreau et al., 1982), Callifora erytrhocephalo y larvas de Maduca sexta

(Komesel et al., 1977; Duve, 1978; fide Sanders 1983a).

El efecto de los IGFs, segun Froesch and Zapf, (1985) y Sara and Hall, (1990), depende

del modo de administracién; de manera que inyecciones intravenosas e intraperitoneal

estimulan el metabolismo en musculos estriados y cardiacos, causando un efecto agudo
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tipo insulina, debido a la disponibilidad en exceso de péptidos, induciendo una

disminucion de glucosa libre e incorporandolo como glucogeno en tejidos.

HEPATOPANCREAS

Los resultados obtenidos al término del presente trabajo, determinaron una mayor
acumulacion de glucégeno con el tratamiento con insulina a la tercera hora post
inyeccion, sin embargo a la quinta hora, los niveles de glucogeno disminuyeron en este
tejido (fig 18), evidenciando una relacién inversa con los niveles de glucosa en la
hemolinfa en los mismos tiempos de lectura (T = 3-5) (fig 17). Al parecer la insulina
acttia sobre el hepatopancreas, captando glucosa a la tercera hora de ensayo, mostrando
ser el primer sitio de acumulacion de glucosa (Gibson, 1979 fide Molina et al., 2000),
pero la disminucion de glucogeno e incremento de glucosa en hemolinfa a su vez
indican una posible degradacion del glucogeno en el hepatopancreas para ser liberado
como moléculas de glucosa en la hemolinfa y ser distribuido en tejidos objetivos como

musculo y branquias (Glowik et al., 1997: Review; Verry et al., 2001).

Richardson ef al. (1997), al evaluar la influencia de péptidos tipo insulina
(insulina/rhIGF-I) en Crayfish, no encontrd efectos significativos de acumulacion de
glucogeno en presencia de insulina bovina, pero si con thIGF-I, después de 2 horas post
inyeccién, no obstante nuestros resultados no se demuestran tales efectos con esta

hormona (rhIGF-I).
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Estudios biol6gicos, inmunolégicos e histologicos demuestran la presencia de células
tipo B (productoras de insulina) en hepatopancreas de dos especies de crustaceos, lo cual
sugiere que el hepatopancreas podria ser el sitio de sintesis de péptidos tipo insulina
(Davidson et al., 1971). Por otra parte, Sanders 1983b, observé que el hepatopancreas
contenia el 73 % de inmunoreactividad con la insulina, lo cual también podria explicar
la actividad de insulina sobre el hepatopancreas en la captacion de glucosa y

acumulacioén glucégeno desde la primera hora, como muestra los resultados.

MUSCULO

Los resultados obtenidos de niveles altos de glucdgeno en el tiempo inicial (sin
inyeccién) (fig 19) muestra a este tejido ser la principal fuente de reserva de glucdgeno,
por la capacidad de almacenar glucosa de rapida movilizacion, que se correlaciona con

niveles bajos en el tiempo inicial (T=0) en la hemolinfa (fig 17).

Posterior a este tiempo (T=0), en los tiempos del 1 al 5 se observa un desgaste de
glucogeno en camarones sometidos al tratamiento con insulina, mientras que valores de
glucosa en hemolinfa se ven incrementados a la quinta hora, lo que nos indicaria que la
insulina no incrementa el nivel de glucgeno en este tejido, este descenso en el nivel de
glucégeno en el musculo podria deberse a la condicion de estrés que fue sometido al

animal durante su captura, para la toma de muestra, momento en el cual realiza
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constantes contracciones musculares, provocando un continuo desgaste de energia. El
aporte de glucosa desde el hepatopancreas a la hemolinfa en la quinta hora no es
suficiente para restablecer y mantener el nivel de glucogeno en el musculo, debido a la

condicién de ayuno de 24 horas al que fueron sometidos los animales.

Los datos publicados por Sanders (1983c), describen un incremento en la tasa de
gluconeogénesis, con la incorporacién de insulina, mediante una curva dosis- respuesta
(0.21, 0.63 y 2.5 ug/ml), indicando que ésta seria la concentracién relativa de la
hormona presente y sugiriendo la presencia de receptores de insulina que pueden

estimular la gluconeogénesis en Homarus americanus.

En contraste a los resultados obtenidos en este estudio, Richardson et al., (1997),
encontr6 en Redclaw Crayfish (Cherax quadricarinatus) efectos significativos después
de 1 hora post inyeccién en animales tratados con insulina, la cual increment6 el doble
del nivel de glucégeno comparados con los otros tratamientos (rhIGF-I - control). Estos
niveles de glucdgeno en el tejido indican la captacion de glucosa en el musculo, después
de ayuno un ayuno de 24 horas y aletargamiento previo inyeccion. Este incremento se
deberia a los habitos menos agresivos de Redclaw Crayfish, durante la inyeccion y toma

de muestras, que en especies relacionadas (P. vannamei) evitando el continuo desgaste

de energia, que permitiria ver la actividad de la insulina en el incremento de glucégeno.




BRANQUIAS

Los resultados obtenidos en branquias tratados con insulina bovina demuestran un
aumento significativo en la cantidad de glucégeno desde la primera hora hasta la quinta
hora de ensayo, comparado con el control (fig 20). De manera similar Kucharski et al.,
(2002) describe un incremento significativo en la sintesis de glucégeno en branquias
posteriores en cangrejos estuarinos Chasmagnathua granulata, cuando se empléo 20y
40 ug/ml de insulina. Kucharski et al., (2002) también propone la existencia de
receptores de insulina en este tejido mediante la medicion de la actividad tirosina kinasa
en las branquias en presencia de insulina bovina. Estos estudios evidencian que la

insulina tiene una funcién metabolica en branquias.

La participacion de esta hormona (insulina) en el control de la sintesis de glucégeno
puede ocurrir después de la adaptacion osmotica, siendo (glucogeno) como un sustrato
de energia durante el proceso de osmoregulacion como ocurre en los cangrejos Ericheir
sinensis y Chasmagnathu granulata (Welcomme and Devos, 1991; Chitto e al., 2000,
fide Kucharski et al., 2002). En los procesos de retro alimentacion (degradacion de
glucogeno - produccién de lactato) de estos cangrejos, las sustancias endogenas
(insulina-thIGF) estén relacionadas en la répida restauracion de niveles de glucogeno

en branquias incrementando la captacion de glucosa y sintesis de glucogeno.
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En vertebrados superiores, la insulina y el factor de crecimiento tipo insulina estan
relacionados en la regulacién de procesos anabdlicos y metabolicos, sin embargo, la
funcién significativa de estas hormonas en crusticeos no es clara. Podrian tener
diferentes acciones metabolicas en diferentes grupos de animales, de acuerdo con su

modo de vida, preservando la respuesta a la sefial de la glucosa (Masura et al., 2000).
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CONCLUSIONES

En los resultados obtenidos no se observan efectos significativos en la produccion
de 20-E al probar con la hormona insulina en cultivos in vifro de érganos Y de P.

vannamei.

En el ensayo in vitro para estimular la proliferacion de células con rhIGF-I en
concentraciones nano y pico Molar no se observaron efectos significativos, en la

produccién de 20-E.

El tratamiento con insulina bovina no mostr6 diferencias significativas en los
niveles de glucosa en la hemolinfa de cada uno de los tiempos post inyeccion

comparados con el tratamiento control.

La Hormona rhIGF-I induce cambios significativos en el contenido de glucosa en
la hemolinfa, mantuvo los niveles bajos de glucosa en la quinta hora, rhIGF-I como

se observé en el tiempo 3 y tiempo inicial, mostrando un posible rol glucostatico.

La insulina desempefia un papel en el metabolismo de la glucosa e incorporacion a

glucégeno en los tejidos (hepatopancreas y branquias).
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RECOMENDACIONES

- Realizar la extraccién y purificacién de péptidos tipo insulina, para realizar
ensayos in vitros sobre la secrecion de ecdiesteroides y metabolismo de

carbohidratos.

- Realizar ensayos, mediante la inyeccion de glucosa para determinar péptidos tipo

insulina en el metabolismo de carbohidratos.

- Realizar la extraccién y purificacién de péptidos tipo insulina, para realizar

ensayos in vivo sobre el metabolismo de carbohidratos.

- Realizar ensayos, mediante el monitoreo del metabolismo de la glucosa, con
| métodos enzimaticos para poder determinar la existencia de un rol glucostatico de

rhIGF-I en hemolinfa.

- Complementar la caracterizacién de estas hormonas; Insulina bovina y rhIGF-I

mediante ensayos in vitro sobre el metabolismo de la glucosa en tejidos.
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ANEXOS

1. Materiales generales en el cultivo in vitro.

Nombre Genérico Nom. Quin/ abrev.
- Cloruro de Sodio NaCl
- Cloruro de Potasio KCl1
- Cloruro de calcio CaCl,

- Cloruro de Magnesio* 6 Hidratado = MgCl,-6H,0O
- Sulfato de Magnesio * 7 Hidratado =~ MgSO47H,0O
- Bicarbonato de Sodio NaHCO;3

- Medio de Cultivo M199

- HEPES.

- PROLINA.

- PENICILINA.

- ESTREPTOMICINA.

2. Materiales generales el ensayo de inmunoabsorbancia de enzima ligada (elisa).

-  Fosfato de Potasio di basico K;HPO4
- Fosfato de Potasio mono basico KH,PO,
- Cloruro de Sodio NaCl

- Acido Etileno Di amino Tetra Acético EDTA




- Tetrametilbenzidina TMB

- Suero Albimina bovina BSA

- Anticuerpo anti20-E de conejo AS 4919
- Tween20

- Thimerozal

- Acido Citrico
- UREA Hidrégeno

- Tracer (Rastreador)

3. Elisa ecdiesteroides.

Tampén de fosfato o de la muestra: 40ml.

Solucién stock, 1M pH 7.4 para 250 ml.
* Solucién A (80 %), 5.6 gramos K;HPO, (174 FW) en 32 ml de agua destilada.
* Solucién B (20 %), 1.12 gramos KH,PO4 (136 FW) en 8 ml de agua destilada.
= Agregar lentamente solucién B a la solucién A, hasta alcanzar pH de 7.4.
= Agregar 0.04 gramos de thimerosal (concentracion final 0.1 %) Utilizar guantes
al manipular thimerosal (altamente toxico).
= Distribuir en fracciones de 50 ml y guardar en el congelador. Nunca mantener a

4 °C por mas de un mes, nunca re-congelar.



Solucién diluida 0.1 M

Nunca mantener a 4 °C por mas de una semana. Se utiliza 10 ml por placa (dilucién

anticuerpos).

Reactivo ~ Cantidades

50 ml 100 ml 250 ml 500 ml

Solucién stock (1 M) Sml 10 ml 25 ml 50 ml

NaCl 117 ¢ 234 ¢ 585¢ 11.7¢g

EDTA 0.0185¢g 0.037g 0.0925¢g 0.185¢g

BSA 005¢ 0.1g 025¢ 05¢g
Agua destilada(completar hasta) 50 mli 100 ml 250 ml 500 ml

Fijacién (Coating) de placas de elisa (10 placas) usando GAR.

Mezclar: Tampon de fosfato stock 10 ml
Agua miliQ 190 ml

GAR (1/1,000) 200 ul

200 ml

= 20 ml de solucién por placa. Distribuir con pipeta multi-canal 200 ul por celda
en las placas.

Apilar las placas, cubrirlas con papel aluminio formando un paquete.

Dejar a temperatura ambiente por 24 horas.

Preparar solucion BSA (3 g/Lt. 6 0.75 g en 250 ml) y agregar 100 ul por celda.

g 4 4 3

Almacenar en la refrigeradora a 4 °C. No utilizar hasta 12 horas después de

haberlas llenado. Las placas deben ser utilizadas antes de 2 a 3 meses.



Solucién de lavado de placas.

Uso el mismo dia

Reactivo Cantidades
“1placa  2placas 3placa  4placa “
Solucién stock (1 M)  2.5ml 5ml 7.5 ml 10 ml
Tween 20 125 ul 250 ul 375 ul 500 ul
Agua destilada 250 mi 500 ml 750 ml 1000 ml
Estandares de ecdiesteroides (20 hidroxiecdisona)
40ul 40ul 40ul 40ul

10-6 M A B C D E F G H I J
170ul  360ul 170ul  360ul 170ul  360ul 170ul ~ 360ul 170ul 360ul

Dilucién anticuerpo anti ecdiesteroides de conejo (AS4919): 1/1000

“No. placas/solucién 1 placa 2 placas 3 placas “4placas
“Tampon fosfato 0.IM  125ml  10ml " 15ml 20ml
AS4919 1.25ul 10 ul 15 ul 20 ul




\\\\\\\\\

Dilucién tracer enzimatico succinyl, 20 hidroxiecdisona ligado a la peroxidasa:

1/10000

No. placas/soluci()ﬂ 1 placa 2 plécas T3 'placas' o 4;)lacas )
Tampén fosfato 0.IM  5ml  10ml  15ml  20ml
Tracer enzimatico 0.5ul 1ul 1.5ul 2ul

Solucién de revelacién a la peroxydasa (20 placas).

Solucién de coloracion o stock TMB

= Disolver 0.025 g de TMB (tetramethylbenzidine) en 5 ml de DMSO
= Distribuir en alicuotas de 500 pl en 10 tubos polypropyleno

= Almacenar a 4 °C en la oscuridad hasta su uso. Valido por algunas semanas.

Solucién stock del tampén de revelacion

= Preparar una solucion de acetato de sodio 1M: 5.44 gramos de C,H;0,Na:3H,O
(136.08 FW) en 40 ml de agua mili Q 6 3.2 gramos de C;H30;Na (82.03 FW) en
40 ml de agua miliQ

= Llevar a pH 6 con una solucién de écido citrico 1M (4.2 gramos en 20 ml agua
mili Q pH 6)

= Se mantiene por varias semanas a 4 °C.
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