Figura 3.9.- Corte sagital del intestino anterior (fa) en donde se aprecia el epitelio columnar y la
submucosa con tejido conectivo y muscular (40X), tincién con HyE.

Debajo del estdbmago se encuentra el higado, el cual ocupa una gran parte de la
cavidad corporal, las células del higado (hepatocitos) son cubicas con grandes vacuolas
y en los huecos entre las células se observan vasos sanguineos con gran cantidad de
eritrocitos (Figura 3.10).

Figura 3.10.- Corte sagital de higado en larva de 15 DDE, se aprecian las vacuolas (v) en los
hepatocitos y vasos sanguineos (eritrocitos; e) (40X), tincién con HyE.
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Altura de los enterocitos: La altura de los enterocitos fue registrada a partir del
momento en que se diferenciaron las regiones del tracto en el Estadio lll (14.5 mm LT),
para lo cual se consideraron unicamente las células de la parte anterior del intestino. De
esta forma, como se puede apreciar en la Figura 3.11, se presentaron diferencias
significativas con respecto a la altura de los enterocitos entre cada estadio (F= 2280.;
P=0.000; gl= 140,3), incrementandose la altura con la edad de las larvas.
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Figura 3.11.- Altura de los enterocitos (um) de la parte anterior del intestino en larvas de catan

de diferentes estadios. Las distintas literales representan grupos significativamente ciferentes (P <
0.05).

3.3.2 EFECTO DE LA INANICION

La separacion de los grupos alimentados y en inanicion se llevé a cabo a partir
del 5 DDE cuando las larvas presentaron 19 mm de LT en promedio, es decir en la
parte final del Estadio Ill. Por otra parte, se observaron reservas de vitelo en larvas de
hasta 21 mm LT (8 DDE), independientemente de su condicién nutricional, lo cual
corresponde al inicio del- Estadio IV. De manera notable no se apreciaron diferencias
cualitativas en los tejidos del tracto digestivo de las larvas en inaniciéon con respecto a
aquellas que recibieron alimento durante este periodo.
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Cuando las larvas tenian 10 DDE se observé que aquellas que no recibieron
alimento exégeno presentaban el tejido muscular de la parte dorsal ligeramente
reducido en volumen al ser comparadas con larvas de la misma edad que habian
recibido alimento. Lo anterior también se observd en las paredes del tracto digestivo.
Estas diferencias se acentuaron a los 12 DDE, en este momento se observaron algunas
regiones del tracto con las paredes unidas y el tejido muscular del cuerpo presentd
separaciones entre las fibras (Figura 3.12).

Figura 3.12.- Corte sagital de musculatura dorsal en una larva de 12 DDE mantenida en
inanicién. Se observa la separacion entre |as fibras (40X), tincion con HyE.

Cuando las larvas tenian 15 DDE, las diferencias anteriores se encontraron
claramente marcadas con respecto a las larvas de la misma edad que recibieron
alimento. Todos los tejidos se encontraron considerablemente reducidos en volumen y
los espacios entre las fibras musculares del cuerpo fueron mayores. En los hepatocitos
no se observaron las grandes vacuolas que estan presentes en las larvas bien
alimentadas (Figura 3.13).
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Figura 3.13.- Corte sagital de higado en una larva de 15 DDE en inanicion. Se observan
hepatocitos pequerios sin vacuolas (40X), tincion con HyE.

De la misma forma, en el estdmago anterior la cantidad de glandulas géstricas
fue reducida y presentaron células poco desarrolladas (Figura 3.14).

Figura 3.14 - Corte sagital de estémago anterior (ea) en larva de 15 DDE en inanicién (40X),

tincién con HyE.
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Altura de los enterocitos: Aunque a los 8 DDE no se presentaron diferencias
significativas en la altura celular de los enterocitos de larvas alimentadas y en inanicion
(t=-1.28, P = 0.211; gl = 34), estas se hicieron evidentes a partir de 10 DDE (t =
15.07; P = 0.000; gl = 34), y se acentuaron a los 12 DDE (t = 13.48; P = 0.000; gl = 34)
y 15 DDE (t = 25.95; P = 0.000; gl = 34) (Figura 3.15.).
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Figura 3.15.- Altura de los enterocitos (um) de la parte anterior del intestino para larvas de catéan
alimentadas y en inanicion a diferentes edades. Las distintas literales representan grupos
significativamente diferentes.
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3.4 DISCUSION

Al momento de la eciosidn el tracto digestivo se encuentra representado
Unicamente por una linea de células indiferenciadas sobre el saco viteling. Sin
embargo, la diferenciacion se produce rapidamente y en el mamento que tiene lugar la
alimentacion exdgena (5 DDE), ya es posible encontrar todas las estructuras

caracteristicas del tracto digestivo, lo cual también coincide con el final de la etapa
pre-larval.

La diferenciacion inicia con la separacion de dos capas de células por encima
del saco vitelino quedando este fuera del tracto digestivo, de la misma forma en que se
presenta en la mayoria de los peces teledsteos. Lo antenor se produce como resultado
de una divisian meroblastica durante la gastrulacion (Dean, 1895). Sin embargo, esto
difiere de lo observada en los esturiones en |0s cuales el saco vitelino queda dentro del
tracto digestivo como resultado de una divisibn holoblastica (Buddington y

Christofferson, 1985; Buddington y Doroshov, 1986; Gisbert et al., 1998).

Debido a que el proceso de diferenciacidn ocurre inicialmente en la parte
posterior, 1a primera seccidn que se ohserva desamollada es la valvula espiral. Este
patron de diferenciacidn que va de la region posterior a la anterior solo ha sido
observado en los esturiones. Al misme tiempo, el grado de desarrollo que presenta el
tracta digestivo en las larvas de catan al momenta de iniciar la alimentacion exagena,
los coloca dentro de un reducido grupo de especies como los esturiones y algunos
salmdnidos, los cuales presentan un estémago diferenciado con glandulas gastricas
funcionales en este momento (Buddington y Christofferson, 1985; Dabrowski, 1986;
Buddington y Dorashov, 1986, Gawlicka ef al, 1995; Gisbert ef al, 1998),

contrariamente al resto de los teledsteos,

Posteriormente, al inicio de la alimentacion exdgena, durante los estadios IV, V

y VI, se sigue abservando un incremento en el tamafio de las celulas del tracto
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digestivo (Figura 3.11), 1o que permite suponer que, durante este periodo se produce
un proceso de maduracion del tracto digestivo, el cual se ve reflejado en el nivel de
actividad de (as enzimas digestivas, asi como en la de absorcién de nutrientes por los
enterocitos. De esta forma, en el caso del catan la maduracion del sistama digestivo
estaria definida por un incremento en la funcian del estdmago, asl como por cambios
estructurales tales como el desarrollo de pliegues intestinales y el alargamiento en

altura de los enterocitos y su cantenido de organelos (Dabrowski, 1986).

El seguimiento histoldgico permitid observar la existencia de reservas de vitelo
en la cavidad corporal hasta el octavo dia después de la eclosidn. Esta observacion
viene a confirmar los periodos de duracion propuestos para las diferentes fases de
nutricion en las larvas de catan (Capitulo 2). Definiéendose de { a 4 DDE fase

lecitotrofica; de 5 a 8 DDE fase lecitoexotrofica; de 9 DDE en adelante fase exdtrofica.

La existencia de estas reservas de vitelo contribuyen a explicar la ausencia de
diferencias cualitativas y cuantitativas (altura de los enterocitos) entre las larvas
alimentadas y en inanicién hasta la edad de 8 DDE. De hecho, una vez que estas
reservas desaparecen, rapidamente (a 10 DDE) se pueden abservar diferencias
significativas en la altura de los enterocitos entre estos dos grupos, siendo facilmente
separados a los 12 y 15 DDE mediante la utilizacidn de este indice de condicion, lo
que hace de esta caracteristica un instrumento valioso para la evaluacion de dietas
artificiales en el cultivo de larvas de catan {(Hunter, 1976; Lasker, 1981; Theilacker y

Watanabe, 1989; Oozeki ef al., 1989; McFadzen eof al.,, 1994; Theilacker y Parter,
1995).

La separacion de las fibras musculares del cuerpo observada en (as larvas de
catan en inanicion concuerda con las observaciones de Q'Cannell (1976) para larvas
de anchoveta en inanicidn. Asl mismo, las células hepaticas de forma irregular con

granulos oscuros alrededor y €l citoplasma condensado ha sido sefialada también
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como otra caracteristica presente en larvas de peces en inanicion (O Connell, 1976;
Theilacker, 1978).

Las caracteristicas anteriores permiten situar a las larvas de catan dentro de un
grupo de peces can un sistema digestivo mas desarrollado del que presentan la
mayoria de las larvas de otras especies. Sabre esta base es posible suponer que seria
factible alimentar a las larvas de catan con dietas artificiales, desde el inicio de la
alimentacion exdgena coma sucede con algunos salmonidos y esturiones (Dabrowski
at al., 1985). Esto a su vez permitiria reducir la utilizacion de presas vivas y prolongar
el periodo de cultivo para que las larvas presentaran un mayaor grado de desarrollo y
una mejor condicidbn nutricional al rﬁomento de ser liberadas, o bien seria posible
prolongar su cultivo hasta obtener tallas comerciales, con lo que se reduciria de esta

forma la presidn sobre las poblaciones naturales.
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CAPITULO 4: ONTOGENESIS ENZIMATICA DEL CATAN
(Afractosteus spatula).

4.1 ANTECEDENTES

El sistema digestivo de los peces presenta varias particularidades, de manera
general, se considera que el sistemna digestivo de las larvas de peces es mas simple
que el del adulto (Lauff y Hofer, 1984). Por otra parte, existen especies que en su fase
adulta no desarrollan estdomago y por lo tanto no producen pepsina, basando toda la
actividad pratealitica en enzimas que actian a un pH alcalino, este proceso digestivo
es llevado a cabo en el intestino (Jany, 1976; Lauff y Hofer, 1984). Al mismo tiempo se
ha estimado que la aclividad proteclitica es menor en peces herbivoros que en peces
omnivoros y carnivoros (Hofer y Schiemer, 1981).

Durante el desarrollo, tipicamente, se presentan tres fases para llegar a la
maduracion del sistema digestive. Primeramente, durante la etapa de alimentacion
endogena, se produce la diferenciacion del tracto y se presenta una actividad
enzimatica incipiente, La segunda fase se inicia con la alimentacion exdgena, durante
la cual el sistema digestivo no esta campletamente diferenciado y por ende la digestion
es semejante a la de las especies sin estdmago, caracterizadas par su baja ¢apacidad
digestiva lo cual compensan por medio de la macro-pinocitosis de proteinas y su
digestion intracelular. Finalmente, existe una tercera fase que concuerda con la
metamorfosis durante la cual el sistema digestivo se completa, en esta etapa se
presenta una actividad enzimatica similar a la de juveniles (Budington, 1985). Sin
embargg, este patron varia con |as especies, asi por ejemplo cuando los esturiones
inician la alimentacion exdgena va estan formadas las glandulas gastricas y la
capacidad proteolitica se asemseja al de los juveniles (Budington, 1985, Budington y
Doroshov, 1986; Gawlicka et al. 1295), esto les permite, al igual que a los salmonidos,

sor mantenidos desde el primer alimento exclusivamente con dietas arificiales
(Dabrowski et al,, 1985).
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En otro orden de ideas, se ha planteado que los cambios en el desarrollo del
sistema digestivo estan intimamente relacionados can la tasa de sintesis de proteinas
y consecuentemente con la tasa de crecimiento corporal. Esto es el reflejo de la
maduracion del sistema digestivo la cual no sélo implica la formacién del estdmago
sino un incremento en su funcion, el desarrollo de estructuras que permiten
incrementar la absorcion de nutrientes como |a formacion de pliegues intestinales y el
alargamiento en altura de los enterocitos y su contenido de organelos (Dabrowski,
1986). Par lo cual, se considera que la diferenciacidon del sistema digestivo finaliza con
la forma;cién de glandulas gastricas funcionales en el estdmago y este evento se
encuentra estrechamente relacionada con la terminacion del periado larval (Person-Le
Ruyet, 1989; Verret y Van Tongeren, 1989; Verret ef al,, 1992; Walford y Lam, 1993;
Moyano et al., 19986).

Los cambios que se presentan durante el desarrollo del sistema digestivo
implican igualmente cambios en el tipo de enzimas digestivas producidas, ast como en
el nivel de actividad de las mismas. El funcionamiento incompleto del sistema digestivo
es una de las principales razones a las cuales se atribuye la dificultad que tienen las
-arvas de peces para utilizar distas artificiales, ya que existe una correlacidon marcada
entre el incremento de la actividad enzimatica y el funcionamiento del estomago y por
consecuencia con la habilidad de digerr los alimentos artificiales, por lo cual se
considera que el tiempo mdas apropiado para remplazar el alimento vivo por dietas
artificiales debe concordar con la maduracion del sistema digestivo (Alliot et af., 1977;
Lauff vy , 1984; Buddington, 1985; Ueberschar, 1985; Person-Le Ruyet, 1939;
Dabrowski y Culver, 1991; Maoyano ef al., 1996).

A pesar de que las |larvas de la mayoria de las especies no presentan estomago
funcional al iniciar la alimentacidn exdgena, en este periodo han sido detectadas casi
todas las enzimas, con excepcitn de la pepsina (Alliot ef al., 1977, Baragi y Lovell,
1986; Gildberg, 1988; Zambonino y Cahu, 1994). Sin embargo, estas enzimas

presentan una actividad muy baja, como ha sido observado en Dicentrarchus labrax
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(Alliot ef al, 1977; Vu 1983; Zambonino y Cahu, 1994), Scophthalmus maximus
(Ueberschar, 1985; Munilla y Stark, 1989), Solea salea (Clark et al., 1986), Morane
saxatilis (Baragi y Lovell, 1986), Coreogonus lavaretus (Segner et al., 1989), Ciarias
gariepinus (Vemeth ef al., 1992), Lates calcarifer (Walford y Lam, 1993) y Sparus
aurata (Munilla y Saborido, 1996). La principal actividad enzimatica detectada
coresponde al tipo tripsina, quimotripsina, aminopeptidasa, amilasa y esterasas no
especificas. Estas actividades generalmente se incrementan con la edad, hasta el
momento en que inicia la secrecién de pepsina en el estémago, en este momenta la
actividad de las enzimas intestinales disminuye ligeramente y pustériormente se
estabiliza a un nivel similar al encontrado en los juveniles y adultos (Zambonino y
Cahu, 1994). El tiempo requerido para que se produzcan estos cambios de actividad
varia dependiendo de la especie, y puede ir desde 2 dias en Clanas gariepinus hasta
40 dias en el turbot y Sparus aurata { Moyano eof al.,, 1996). Por otra parte, en algunas
peces como los coreogonidos se presentan diferentes isoenzimas de tripsina para
cada una de las etapas del desarrollo larvario {(Dabrowski, 1996).

En el otro extremo existe un reducido nimero de especies cuyas larvas
presentan un tracto digestiva desarrollado, con el estdmago diferenciado y glandulas
gastricas funcionales, al momento de iniciar la alimentacion y con una capacidad
protedlitica similar a la de los juveniles. Este solo es el caso de los salmdnidas y
esturiones (Buddington, 1985; Buddington y Doroshov, 1986; Gawlicka et al., 1995).
Los huevos de estas especies se caractenzan por presentar un alto contenido de
lipidos, de los cuales cerca del 60 % son consumidos antes de que inicie la
alimentacién exégena (Gershanavich, 1991). En los esturiones han sido diferenciadas
tres fases del desarrollo, el cual inicia con el estadio vitelino caracterizado por una baja
actividad enzimatica, seguido por el inicio de la alimentacion, el cual coincide con la
primera secrecion gastrica y una elevada actividad amilasica y lipasica, y finalmente
ocurre la metamarfosis a la forma juvenil |a cual se caracteriza por una disminucién en
las actividades amilasica y lipasica (Buddington, 1985). Estas fases han sido

relacionadas con cambias en el ciclo de vida, habitos de alimentacion natural y
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posiblemente con los requerimientos nutncionales de los esturiones (Buddington y
Doroshov, 1986). Considerando lo anterior, resulta impartante sefialar que el tracto
digestivo del catan presenta una semejanza estrecha al de los esturiones, el cual
presenta un epitelio ciliado en el estdmago del adulto, asi como una valvula espiral en
la parte posterior del intestino, siendo este el sitio en donde ocurre la mayor parte de la
digestion de proteinas durante el periodo larvario de los esturiones (Buddington, 1985).
Par otra parte, se han observado diferencias cuantitativas y cualitativas en cuanto a la
actividad enzimatica entre las distintas regiones del tracto digestivo de los esturiones,
lo cual es indicativo de un alto grado de especializacian respecto a los procesos de

digeston y absorcion (Gawlicka ef al., 1999).

Se ha sugerido que la baja actividad en las enzimas digestivas al inicio de la
alimentacion puede ser campensada mediante otro tipo de procesos como la
macro-pinocitosis de proteinas en el intestino posterior, proceso que involucra la
actividad de enzimas proteoliticas a nivel intracelular (Tanaka, 1971 y 1972; Hofer y
Schiemer, 1982; Walfard y Lam, 1993). Ofro mecanismo compensalorio serialado es el
aporte de enzimas exdgenas, las cuales podrian provenir del alimento vivo (Dabrowski,
1979; Lauff y Hofer, 1984; Dabrowski, 1986), igualmente, se ha propuesto que estas
enzimas exogenas podrian actuar como activadores de los zimdgenos presentes en
las larvas (Munilla y Stark, 1989; Dabrowski et al., 1992). Sin embargo, se ha podido
detectar actividad de proteasas alcalinas atn antes de que se abra la boca y comience
la alimentacion exogena, contradiciendo de esta forma la teoria de activadares
enzimaticos exdagenos (Moyano et al., 1996). Coma otro argumento del papel potencial
de las enzimas exdgenas, se ha sugerido que la disminucion de la actividad triptica al
momento de iniciar la digestion dacida, podria deberse a una reduccion en la
contribucion de las enzimas exdgenas tipo tripsina provenientes del alimento vivo,
como resultado de su desnaturalizacidn en al estdmago ya funcional (Walfard y Lam,
1993). Es muy probable que las enzimas exdgenas contribuyan en cierta forma en la
digestidn de las larvas, sin embargo, aun no se ha esclarecido la manera en que

actian. Hasta el momento, se sefiala a la tripsina come |a enzima clave, debido a que
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se le encuentra en la mayoaria de los grupas zoolégicos asi como por su capacidad
para activar zimogenos de otras proteasas (Munilla y Stark, 1989). De cualquier forma,
la digestion luminal en las larvas de peces, ya sea por enzimas enddgenas ylo

exogenas representa la ruta principal de obtencién de nutrientes (Dabrowski y Culver,
1991).
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4.2 MATERIAL Y METODO

4.2.1 ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Se obtuvieron larvas recién eclosionadas del Centro Aculcola Tancaol de la
SEMARNAP en Tampico, el 1 de junio de 1999, estas fueron transportadas en bolsas
de plastico, las cuales fueron llenadas con oxigeno, a las instalaciones del Grupo
Ecofisiologia en la Universidad Autonoma de Nuevo Leon. Se colocaron 2,500 larvas
en una canaleta de fibra de vidrio de 230 cm de largo, 70 cm de ancho y 30 cm de
altura, con un volumen de agua de 480 L. La temperatura del agua se mantuvo a 27 ¢
1 °C y se proporciono oxigeno constante mediante un compresor con el fin de
mantener los niveles a 6 ppm. A partir del momento en que las larvas iniciaron la
alimentacion exdgena, se les suministraron nauplios de Arlemia salina de la variedad
San Fransico Bay recién eclosionados, en dos raciones diarias de tal forma que

siempre existiera un exceso de nauplios para que las larvas se alimentaran ad libitum.

Diariamente, a partir del tercer dia después de la eclosion (3 DDE), se tomaron
muestras de 100 larvas antes de proporcionar el alimento. El muestreo finalizé a los 15
DDE cuando las larvas adquirieron |a forma del adulto. Las larvas fueron pesadas en
grupa y posteriormente fueron disectadas una a una en una caja de petri, colocada
sobre hielo, con el fin de extraer el tracto digestivo completo de cada larva el cual seria

utilizado posteriormente para preparar los extractos enzimaticos.

Un catan juvenil, de cuatro meses de edad (450 mm de longitud total), obtenido
de las crias producidas en el Centro Acuicola de Tancol en 1998, fue disectado en
octubre de ese afno para exiraer el tracto digestivo y preparar extractos enzimaticos de

referencia a partir del estomago, ciegos pilaricos, intestino anterior e intestina posterior.

4.2.2 EXTRACTOS ENZIMATICOS
El tracto digestivo de las larvas de cada muestra fue homogeneizado en agua
destilada en una proporcion 1:5 (p/v) a una temperatura de 4 °C, dtilizando un
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homagenizador de tejidos marca Polytron®?. Posteriormente, el homogenizado fue
centrifugado a 10,000 rpm durante 15 minutos a la misma temperatura. El
sobrenadante fue filtrado y dividido en allcuotas de 0.1 mL las cuales se almacenaron
en nitrogeno liquido y en su momento fueron utilizadas como extracto enzimatico en

las pruebas para la determinacion de la actividad enzimatica,

Determinacion de proteina: Se determind la concentracion de proteina para
cada extracto utilizando azul de comassie G250 de acuerdo al método de Bradford
(1976). Como proteina de referencia se utilizo albumina de suero bovino (BSA) en
concentracianes de 10 a 100 myg para elaborar una curva estandar mediante |a lectura

de la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro marca Spectonic modelo Genesis
2.

4.2.3 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL

Efecta del pH: Para determinar el efecto del pH sobre la actividad proteclitica
total se utilizd BSA al 1% en agua destilada como sustrato, Las soluciones buffer
utilizadas fueron Citrato-Fosfato en un rango de pH de 2.2 a 7 y Glicina-NaOH-NaCl en
un rango de pH 8.5 a 12. La mezcla de reaccion consitido en 0.5 mL del buffer al pH
deseado, 0.5 mL de BSA y 0.1 mL de extracto enzimatica, esta fue incubada durante
60 minutos a 25 °C. La reaccion fue detenida por la adicion de 0.5 mL de acido
tricloracético (TCA) frio al 10%. Posteriormente, se mantuvo durante 30 minutos a 4 °C,
se centrifuga a 5,000 rpm durante 15 minutos a la misma temperatura y se registro la
absorbancia del sobrenadante a 280 nm. Un blanco fue preparado de la misma forma
salvo que se adiciono el TCA antes de la incubacién. La actividad de cada muestra
(para todas las pruebas analiticas) fue determinada por triplicado y expresada como el

cambio en absorbanica de 0.001 por minuto por miligramo de proteina en el extracto.

Actividad proteglitica alcalina; En este caso se utlizd azocaseina como
sustrata (Galgani y Nagayama, 1986). La mezcla utilizada consistioc en 0.5 mL de

azocaseina al 0.2 % con 0.5 mL de buffer Universal pH 84 y 0.1 mL de exiracto
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enzimatico. Esta fue incubada a 25 °C durante 60 minutos y fue detenida con 0.5 mL
de TCA frio al 10%. Posteriormente, se mantuvo durante 30 minutos a 4 °C, se
centrifugo a 9,000 mpm durante 15 minutos a la misma temperatura y se registro la
absorbancia del sobrenadante a 366 nm. La actividad fue expresada de la misma

forma que en el caso anterior,

Actividad proteolitica dcida: Para la determinacion de esta actividad se utilizd
hemoglobina al 1 % como sustrato (Anson, 1938). La mezcla de reaccion consistid en
0.5 mL de sustratoc can 0.5 mL de buffer Universal pH 3.0 y 0.1 mL de extracta. Esta
posteriormente se incubd durante 60 minutos a 25 °C y se detuvo la reaccién con 0.5
mL de TCA frio al 10% , se mantuvo a 4° C durante 30 min. y a continuaciéon se
centrifugd a 5,000 rpm durante § minutos a 4° C y por Ultimo se registro la absorbancia
a 280 nm.

4.2.4 IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIANTE
ELECTROFORESIS

Prateasas alcalinas: Para identificar la actividad de las proteasas alcalinas en
el tracto digestivo de larvas y juveniles de catan, se realizaron electroforesis en
condiciones desnaturalizantes en presencia de lauril (dodecil) sulfate de sadio (SDS),
utilizando un sistema de gel discontinuo (gel almacenador y gel separador), mediante
la técnica descrita por Laemmii (1970), modificada por Garcia-Carrefio et al., {(1993)
para visualizar actividad proteolitica alcalina, la cual consiste basicamente en la
preparacion de las muestras, eliminandc el mercapto-etanol y en este caso las

muestras no fueron calentadas.
Las electroforesis se realizaron en una camara de electroforesis vertical, Dual

Mini Gel Unit (Scientific Co.), con placas de 10 x 11.3 x 0,75 ¢m con capacidad para 10

muestras por gel. El gel concentrador fue preparado a una concentracion de
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poliacrilamida (PAA) de 4% y gel separador a 15% PAA. En el Anexo 1 se detalia el

pracedimiento para la elaboracian de los geles.

Se corrieron dos geles al mismo tiempo, uno de los cuales fue procesado para
visualizar las proteinas presentes en los extractos y el otro para observar las bandas
can actividad proteolitica. Se utilizé Tris - Glicina 0.0192M, SDS 0.1%, pH 8.3, como
buffer para camara. Las muestras fueron preparadas mezclando los extractos
enzimdticos con el buffer de muestra (Tris-HCI 0.5M, pH 6.8, SDS 2 %, glicerol 20 % y
azul bromofenal 0.04 %), en proparcion 1:1, procurando aplicar de 3540 mg de
proteina por pocillo con una micro-jeringa Hamilton. La camara fue conectada a una
fuente de poder Pharmacia® EPS 600 a un valtaje de 100V y a una intensidad de 60
mA por gel, durante 90 minutos, utilizando un bafio con recirculacién para mantener la

temperatura de los geles a 4 °C.

Inmediatamente después de finalizada la electroforesis, 10s geles utilizados para
visualizar las proteinas de las extractos, fueron fijados con TCA al 10%. Mientras que
los geles para detectar la actividad proteolitica, fueron sumergidos en una solucidén de
caseina al 1% en un buffer Tris-HCl 50 mM pH 9.0, durante 30 minutos a 4¢ C.
Pasteriormente, fueron cambiados a otra solucién similar a8 25° C para ser incubados
durante 90 minutos. En seguida fueron lavados en agua destilada, para remover sl

exceso de sustrato y posteriormente fueron fijados con TCA al 10%.

Los geles fueron tefiidos de acuerda a la metodologia de Weber y Osbom
(1969). En breve, estos fueron sumergidos, durante toda la noche a temperatura
ambiente, en una solucion compuesta de 0.1% de azul de comassie R-250 en metanal,
acido aceético y agua destilada en una proporcion 40:10:50 respectivamente. Para
revelar los geles se ulilizd una solucidon de metanol, acido acético y agua destilada
(40:10:50). Posteriormente, los geles fusron sumergidos en agua destilada para que se
hidrataran. Finalmente, con el proposita de ser conservados, los geles fueran cubiertos

con papel celofan y extendidos sobre una placa de cristal para ser deshidratados.
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En los geles las proteinas se revelaron como bandas azules sobre un fondo
transparente. Mientras que las enzimas con actividad proteolitica fueron reveladas
como bandas de color blanco o transparente sobre un fondo azul, como si se tratara de

un negativo.

El peso molecular de las proteasas alcalinas encontradas fue determinada
utilizando un kit comercial (SIGMAMR MW-SDS-70) que contenia albOmina bovina,

albumina de huevo, pepsina, tripsindgena, b-lactoglabulina y lisozima.

Proteasas dcidas: Para la determinacion de las proteasas acidas se utilizd la
metodologia propuesta por Alarcon (1997). Estas electroforesis se desarrollaron bajo
condiciongs nativas, es decir en ausencia de SDS. E| procedimiento para la
preparacidon de los geles se resume en el Anexo 2. La preparacion de los geles y
condiciones en las que se lievaron a cabao las electroforesis fue igual a la descrita para
proteasas alcalinas, Unicamente variando en el buffer de muestra (Tris-Acido Fosfarico

0.1M, pH 5.5, con gliceral 20% y azul de bromofenal 0.02%) y el buffer de camara
(Tris-Glicina 0.62 M, pH 7.0).

Después de la electroforesis los geles se sumergieron en HCl 0.1M para
disminuir el pH a 3.0 (el buffer de muestra presente en el frente cambia de azul a
amarilio). Posteriormente, se calocaron en una solucion de hemoglobina al 0.25% en
un buffer Universal pH 2.0 a 4° C durante 30 minutos. En seguida se pasaron a una
solucidn similar para ser incubados a 25 °C durante 90 minutos. A continuacidn, los
geles fueron lavados con agua destilada para remover el excesa de sustrato vy fijados
en con TCA al 10% . Los praceso de coloracion, revelado y conservacion fueran los

mismas que se utilizaron en el casc de las proteasas alcalinas.

Efecto de inhibidores: E| tipo de actividad proteclitica fue parcialmente
caracterizada mediante la utilizacion de inhibidores enzimaticos. Para este efecto se

siguid la metodologia propuesta por Garcia-Carrefio (1993), que consiste en mezclar
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40 ml del extracto con 10 ml de la solucidon concentrada del inhibidar corespondiente
para su posterior incubacidn durante una hora a 25 °C, antes de realizar la
electroforesis bajo las condiciones descritas. Los inhibidores utilizados, su

especificidad y concentracion utilizada se presenta en la Tabla 4.1.

INHIBRIDOR ESPECIFICIDAD SOLUCION SOLVENTE
CONCENTRADA
PMSF serina proteasa 100mM propanol
SBTI serina proteasa 12mM agua destilada
TLCK tripsina 10mM HCl 1lmM
EDTA metal-proteasa 0.5M agua destilada
Pepstatina pepsina

Tabla 4.1.- Inhibidores utllizados para la caracterizacion de enzimas proteoliticas.

4.2.5 ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA

El procedimiento general consistié en mezclar 0.5 mL de sustrato con 0.5 mL de
buffer para adecuar el pH y poder adicionar 0.1 mL de extracto enzimatico. La reaccion
se llevo a cabo en una celda de cuarzo, en un espectrofotometro SPECTRONIC,
modelo GENESIS 2, a una temperatura de 25° C. La actividad enzimatica fue
registrada mediante el cambio en absorbancia durante 10 minutos a partir de un valor
establecido de longitud de onda para cada sustrato. La aclividad fue expresada como
unidades enzima (UE) por minuto por miligramo de proteina en el extracto, siendo
equivalente 1 UE a un cambio de 0.001 en absorbancia. Los sustratos utilizados, asi
como el tipo de actividad que permiten detectar y el método de referencia se presentan
en la Tabla 4.2.
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"ENZ | N T BUFFER. | A°mum | METODO
Tripsina Na- p—los:l l-arginina metil Tns 0 1M (pH 7.4) con 247 Huwmumel (1959)
ester (TAME) 0.001M CaCl, 0.01M
Trpsina N-benzyail-argimna Tris 50 mM (pH 8.4) con 405 Erlanger (1961)
pNitreanilida (BAPNA) 2mM CaCl, 20mM
Quumotnipsina N-benzoil-|-tirosina etil ester |  Tris 0.1M (pH 7.4) con 254 Humumel (1959)
CaCl, 0.01M
(BTEE) 0.001M
Quimotripsina N-glutaril-fenilalanina Tris 50 mM (pH 8.4) con 405 Lauff y Hofer
pNitroanilida (GPNA) ZmM CaCl, 20mM (1984)
Aminopt:pl'ulasa L-leucinamida 4,125 M Tris 0.1M (pH 7.4) con 238 Clack et al. (1986)
CaCl; 0.01M
Aminopeptidasa L-leucina pNitroanilida Tris 50 mM (pH 8.4) con 403 Lauff y Hofer
{LNA) 2uaM CaCl, 20uM (1984)

Tabla 4.2.- Sustratos, tipo de enzima que detectan, condiciones del ensayc y método de
referencia utilizado.

4.2.6 FOSFATASAS ACIDA Y ALCALINA

Se utilizd p-nitrofenil fosfato como sustrato de acuerdo al método descrito por
Moyano et al. (1996). El procedimiento para determinar este tipo de actividad consistio
en incubar, durante 10 minutos a 25 °C, 0.1 mL del extracto con 0.1 mL de sustrato
diluido en buffer acetato (pH 4.8) para |a deteccion de fosfatasas acidas o en un buffer
dietanolamina (pH 9.8) para el caso de l|as fosfatasas alcalinas. Posteriormente, se
agregaron 10 mL de NaOH (0.05 N) para detener la reaccion y se regqistrd la

absorbancia a 405 nm. La actividad fue expresada de la misma forma que para las

proteasas especificas.

4.2.7 ACTIVIDAD AMILASICA

La actividad de tipo a-amilasa fuse determinada utilizando almidén como sustrato
(Brenfeld, 1951). El método consistié en mezclar una solucion de almidén al 1%, en 0.4

mlL de buffer de fosfatos (monosodico y disodico) al 0.02M conteniendo 0.006M de
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cloruro de sodio a pH 6.9 y 0.1 mL de extracta enzimatico. La mezda fue incubada
durante 60 minutos y posterionrmente se agregd 1 mlL de &cido dinitrosalicilico. Los
tubos se colocaron en bafio maria durante 5 minutos y a continuacién se enfriaron a

temperatura ambiente, para registrar la absorbancia a 540 nm.

ACTIVIDAD ESTERASICA

La actividad de tipo esterasa se determind utilizando p-nitrofenil acetato como
sustrato (Munilla y Starck, 1990). La mezcla consistic en 1 mL de sustrato (0.002M) en
buffer Tris-HCI 50 mM (pH 7.1) con 0.1 mL. de extracto enzimatico incubado durante

10 min, a 37°C. La actividad se registrd por el incremento en la absaorbancia a 405 nm.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL

En la Figura 4.1 se muestra el efecto del pH sobre la actividad proteolitica total.
Se puede observar que tanto en las larvas de 5 DDE como en las de 8 DDE se
presentan dos picos de actividad cercanos a pH 2.2 y pH 8.4 y Unicamente cambia el
nivel de actividad incrementandose ésta con la edad.

> ek A
g ik X

8 \ - 5 dias
6 ! \ / \‘ \ oo 8 dias
Wi /2 A

u.e.

Figura 4.1.- Efecto del pH sobre la actividad proteolitica total en larvas de 5 y 8 DDE. La
actividad fue determinada utilizando albumina al 1% en buffer citrato-fosfato (pH 2.2 a 7) o glicina-NaOH
(pH 8 a2 12)

Por otra parte, como se puede observar en la Figura 4.2, la actividad proteolitica
alcalina se incrementd hasta el 5 DDE y posteriormente se mantuvo a niveles
constantes. Cabe senalar que la actividad proteolitica acida se comportd de manera

similar, solo que el nivel de actividad fue 10 veces mayor a la actividad alcalina (Figura
4.3).
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Figura 4.2.- Actividad proteolitica alcalina de larvas de catan utilizando azocaseina como
sustrato en buffer universal a pH 8.4
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Figura 4.3.- Actividad proteolitica dcida en larvas de catan utilizando hemoglobina 0.25 % en
buffer universal pH 3.0
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4.3.2 IDENTIFICACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIANTE
ELECTROFORESIS

En la Tabla 4.3 se presenta un resumen de aquellas bandas que mostraron
actividad proteolitica mediante esta técnica. En esta se puede observar que la primer
banda en aparecer fue la que presentd un peso molecular aproximado de 18.8 kD, la
cual se encontrd presente desde el primer dia en todo el intestino. No fue sino hasta el
cuarto DDE cuando aparecieron otras tres bandas con actividad proteolitica alcalina, las
cuales estuvieron presentes solamente en la parte anterior del intestino. A esta edad
también se detecto la presencia de pepsina en el estdmago, revelada por medio de la
técnica para proteasas acidas. Para el octavo dia se presenté el mismo patrén,
mientras que para el décimo quinto dia aparecieron otras dos proteinas con actividad
proteolitica alcalina, una presente en todo el intestino (33.7 kD) y otra solo en la parte
posterior (36.4 kD). La Figura 4.4 muestra el gel para proteasas alcalinas de extractos
de larvas a diferentes edades, mientras que el gel para proteasas acidas se muestra en

la Figura 4.5.
No. | MW Orden de Aparicién Seccion del tracto
(Kd) Edad (dias)

1 4 8 15 Est LA. I.P.
1 18.8 X X X X X X
2 233 X X X X
3 26.8 X X X X
4 33.7 X X X
5 36.4 X X
6 47.3 X X X X
7 Pepsina X X X X

Tabla 4.3.- Peso Molecular (MW), orden de aparicion y seccion del tracto digestive de enzimas
proteoliticas detectadas en larvas de catan mediante eiectroforesis (Est = estdmago; A, = intestino
anterior; |.P = intestino posterior).
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Figura 4.4 - Gel de electroforesis SDS-PAGE incubado en caseina al 1% a pH 9.0 mostrando
las bandas con actividad proteolitica alcalina en el tracto digestivo de larvas de catan de 3 a 8 DDE de
isquierda a derecha.

Figura 4.5 - Gel de electroforesis en condiciones nativas. Incubado en hemoglobina a pH 3.0
mostrando la banda de actividad proteolitica &cida en el tracto digestivo de larvas de catdn de 5 a 8
DDE de izquierda a derecha.
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Figura 4.4.- Gel de electroforesis SDS-PAGE incubado con caseina al 1% a pH 9.0, mostrando

el efecto de inhibidor PMSF (carriles de la derecha) sobre extractos de tracto digestivo de larvas de
catan.

4.3.3 ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA

Se detectd actividad de tipo tripsina a partir del tercer DDE. Esta se fue
incrementando hasta un pico maximo en el octavo dia, el cual disminuye en el 9 DDE y

tiende a estabilizarse con un pequefio incremento diario (Figura 4.7).
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Figura 4.7.- Actividad de tipo tripsina detectada en larvas de catan mediante el uso de BAPNA
en buffer Tris-HCI pH 8.4
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La actividad de tipo quimotripsina detectada permanecié muy baja del 3 DDE al 5
DDE, posteriormente se incrementé con un méximo en el 8 DDE y tendiendo a
estabilizarse en lo sucesivo con algunas variaciones (Figura 4.8).
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Figura 4.8.- Actividad de tipo gquimotripsina en larvas de catan. Sustrato GPNA en buffer

Tris-HCI pH 8.4,

La actividad de tipo leucina aminopeptidasa fue la que registrc una mayor
magnitud entre estos tres tipos de proteasas. Esta presentd un tendencia a

incrementarse con un maximo en el 11 DDE y posteriormente tendié a estabilizarse con
un ligero incremento diario (Figura 4.9).
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Figura 4.9.- Actividad de tipo leucina aminopeptidasa determinada en larvas de catan utilizando

LNA en buffer Tris-HCI| pH

8.4




Actividad proteolitica especifica en juvenil: Estas actividades fueron
detectadas en extractos de intestino de un juvenil de catan de cuatro meses de edad.
Como se puede observar en la Figura 4.10, la actividad de tipo tripsina fue detectada
principalmente en el intestino anterior, al igual que la actividad de tipo quimotripsina solo
que esta Ultima fue muy baja en el intestino anterior y en el posterior no fue posible
detectarla. Por otra parte, la actividad de tipo leucina aminopeptidasa se detectd en
ambas secciones del intestino, con niveles de actividad similares a la actividad de tipo
tripsina en el intestino anterior.

O I. Anterior
& 1. Posterior

Tripsina Quimiotr. Aminopep.

10.- Actividad proteolitica especifica en seccicnes del intestino de catan juvenil.

4.3.4 FOSFATASAS ACIDA Y ALCALINA
La actividad de fosfatasa acida detectada en larvas de catan presentd

variaciones entre el 3 DDE y 8 DDE, disminuyendo progresivamente a partir de esta
edad (Figura 4.11).
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Figura 4.11.- Actividad de tipo fosfatasa alcalina detectada en larvas de catan

Por otra parte, la actividad de tipo fosfatasa alcalina presentd pocas variaciones
durante el periodo analizado (Figura 4.12).
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Figura 4. 12 - Actividad de tipo fosfatasa alcalina de larvas de catéan.
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4.3.5 ACTIVIDAD AMILASICA

La actividad de tipo a-amilasa detectada en larvas de catan fue muy baja de
manera general, manteniéndose constante del 3 DDE al 5 DDE y posteriormente

disminuyendo progresivamente hasta el 8 DDE para finalmente tender a estabilizarse a
niveles muy bajos (Figura 4.13).
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Figura 4.13.- Actividad a-amildsica detectada en larvas de catan utilizando almidén al 1% como
sustrato en buffer de fosfatos de sodio pH 6.9.

4.3.6 ACTIVIDAD ESTERASICA

La actividad esterasica no especifica detectada con el uso de p-nitofenil acetato,

mostré niveles elevados y presentd un incremento en larvas de 3 a 8 DDE, para
posteriormente estabilizarse en estos niveles (Figura 4.14).
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Figura 4,14 - Actividad esterasica no especificas detectada en el tracto digestivo de larvas de

catan.
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4.4 DISCUSION

4.4.1 ACTIVIDAD PROTEOLITICA TOTAL

El efecto del pH sobre la actividad proteclitica total mostro la misma tendencia
tanto en larvas de 5 DDE como en las de 8 DDE, con dos picos de actividadapH 2.2 y
8.4 bien marcados. Lo anterior refieja el efecto de las secreciones pancreaticas de
carbonatos y sales biliares necesarias para el buen desempefio de la actividad
proteolitica alcalina en el intestino, asi como de la actividad proteclitica acida en el
estomago comao resultada de la secrecion de HCL. De la misma forma en las Figuras 2
y 3 se puede apreciar que estos dos tipos de actividades digestivas se encuentran bien
establecidas a partir del 5 DDE. La presencia precoz, asi camo los elevados niveles de
actividad proteglitica dcida detectados en las larvas de catan revelan que estos peces
presentan un estdmago funcional desde que inician la alimentacion exdgena, lo cual es
equiparable a la condicibn que presentan las larvas de esturiones y algunos
salménidos (Budington, 1985; Budington y Doroshov, 1986; Gawlicka et al. 1995). En
cantraste, en aquellas especies cuyas larvas no presentan secrecion de pepsina desde
el inicio de la alimentacién exdgena, sdio se abserva un pico de actividad a pH alcalino
en larvas jovenes y no es sino hasta que €l estdmago esta formado cuando aparece el

pico de actividad a pH acido (Clark et al.,, 1986; Munilla y Stark, 1989; Moyano et al.,
1996; Lazo, 1999).

Por otra parte, la actividad proteolitica alcalina, detectada mediante
electrofaresis (Tabla 4.3), muestra que existe un incremento en el nimero de bandas
que presentan actividad enzimatica, principalmente entre 1 DDE y 4 DDE, asi como
entre 10 DDE y 15 DDE. Estas bandas pueden representar diferentes tipos de
proteasas alcalinas o bien isoenzimas con diferente peso molecular. La banda de
actividad presente en larvas de un dia, corresponde a larvas que ain dependen de
reservas de vitelo y que no han iniciado la alimentacian exdgena. La deteccion de
actividad enzimatica antes de que se abra la boca en las larvas ya ha sido observada

en varias especies de peces siendo resaltada esta caracteristica por Moyano ef al.
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(1996). Por otra parte, la mayoria de las bandas estan presentes para el S DDE,
cuando inicia la alimentacion exdgena, permaneciendo este patron de bandas estable
durante varios dias y no es sinoc hasta el 15 DDE cuando aparecen dos bandas
adicionales con actividad. Sin embargo, estas dos ultimas bandas no necesariamente
representan otras enzimas, pudiendo representar isoezimas que aparecen en este
estadio {Dabrowski, 1996) o bien un efecto de la alta concentracion de enzimas en el
extracto, ya que cuando una enzima es aplicada en concentraciones elevadas en el gel
de electroforesis esta puede revelarse en varias bandas (Moyano et al., 1996). Por lo
anterior, es probhable que las diferentes proteasas alcalinas estén presentes desde el
inicio de la alimentacion exogena, de la misma forma en que se ha observado en otras
larvas de peces (Alliot et al., 1977; Lauff y Hofer, 1984; Buddington, 1985; Ueberschar,
1985; Person-Le Ruyet, 1989; Dabrowski y Culver, 1991; Moyano et al., 1996).

Otro aspecto remarcable que se puede observar en la Tabla 4.5, es que la
mayoria de las proteasas alcalinas se encuentran en [a parte anterior, lo cual puede
ser explicado debido al hecho de que en esta seccion ademas de las enzimas
producidas por el epitelio intestinal se encuentran las enzimas producidas por el

pancreas.

Todas aquellas bandas con actividad proteolitica alcalina lograron ser inhibidas
por el SBTI, el cual es un inhibidor de senna proteasas. El PMSF, también un inhibidor
de serina proteasas, produjo inhibicidn total en dos bandas (26.8 y 33.7 kD) e inhibicion
parcial en otra (18.8 kD) . El patrdn de inhibicion anterior se presentd también al utilizar
el TLCK, el cual es un inhibidor mas especifico de senna proteasas actuando
particularmente sobre la actividad de tipo tripsina, En base a lo anterior, es posible
considerar que la actividad proteadlitica alcalina en larvas de catan esta dada
arincipalmente por enzimas de tipo serina proteasas. A este propdsito, a pesar de que
comunmente se reportan actividades de tipo tripsina y quimotripsina en larvas de
peces (Moyano ef al, 1996), estas presentaron niveles de actividad relativamente

bajos, tanta en larvas como juveniles de catdan con respecto a la actividad de tipo
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leucina aminopeptidasa registrada (Figuras 4.9 y 4.10). La inhibicién por el EDTA sobre
una de las bandas es indicativa de actividades de tipo aminopeptidasa y

carboxipeptidasa como se ha venido reportando en diferentes especies.

Igualmente, mediante la tecnica de SDS-PAGE fue posible comprobar ia
presencia de actividad proteolitica acida desde los primeros dias de alimentacion
exogena. Esta actividad fue inhibida por la pepstatina, sustancia que actua como
inhibidor de proteasas asparticas, lo que confirma la existencia de actividad de pepsina

desde el inicio de la alimentacién exdgena.

Esta tipo de técnicas proporcionan un indicio del tipo de enzimas presentes en
los extractos, sin embargo una caracterizacion mas clara del tipo de actividad requiere
su purificacidn, lo cual se encuentra en proceso actualmente mediante la técnica de

cromatografia en gel y de intercambio ionico.

4.3.3 ACTIVIDAD PROTEOLITICA ESPECIFICA

La actividades de tipo ftripsina, quimotripsina y leucina aminopeptidasa,
detectadas mediante la utilizacién de sustratos especificos sintéticos, presentaron un
incremento progresivo hasta aproximadamente 8 DOE y posteriormente tendieron a
estabilizarse. Este patron de incremento de actividad con la edad ha sido
frecuentemente reportado para la mayoria de las larvas de peces estudiadas. Sin
embargo, en aquellas especies que na tienen el esttmago desarrollado al momento de
iniciar |a alimentacidn exdgena, estas actividades intestinales presentan una ligera
disminucion al momento en que aparece la actividad proteclitica acida. Por lo cual ha
sida sugerido que esta disminucion es producida por efecto de un relevo en el nivel de
importancia entre estos tipos de digestion (Budington, 1985; Zambonino y Cahu, 1994).
Como se puede observar esto no ocurre en las larvas de catan, ya que la actividad

proteclitica acida y alcalina 2stan presentes desde que inicia la alimentacion exdgena.
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En |a Figura 4.10 se puede apreciar la importancia relativa de estos tres tipos de
actividad con respecto a la seccion del tracto digestivo. En primer término se aprecia
que la tripsina y la quimotripsina en menor medida, actuan principalmente en la seccion
anterior. Mientras que en la parte posterior del intestino predomina la actividad de tipo
leucina aminopeptidasa lo cual viene a confirmar que la banda de 33.7 kD representa
en realidad este tipo de actividad, ya que este tipo de enzimas se producen en el
gpitelio intestinal y actian a nivel de las microvellosidades complementanda la
digestion protéica. Esta gran actividad proteclitica a nivel del intestino posterior del
catan, puede explicarse ya que en esta region se presenta una valvula espiral, la cual
incrementa considerablemente la superficie del intestino. Sin embargao, s necesario
tomar en cuenta que estas determinaciones fueron realizadas con un juvenil de catan,
por lo cual la extrapolacidn al funcionamiento digestivo de las larvas debe hacerse con
reservas, ya que por gjemplo en larvas de esturiones la actividad enzimatica se centra
en la regidn posteror mientras que en los juveniles se registra mayor actividad en el
intestina anterior (Budington, 1985; Buddington y Doroshav, 1986; Gawlicka et ai.,
1995).

4.3.4 FOSFATASAS ACIDAS Y ALCALINAS

Las fosfatasas acidas y alcalinas son enzimas tipicamente intestinales. La
fosfatasa acida esta relacionada principalmente con la digestion intracelular en los
enterocitos, mientras que la fosfatasa alcalina actia a nivel de membrana y esta
relacionada con los procesos de absorcidn y transporte de nutrientes. En la presente
investigacion se puedo chservar que los niveles de fosfatasas acidas observados en
larvas de catan en general se mantuvieron altos hasta el octavo dia y posteriormente
tendieror a disminuir y estabilizarse. En ciertas larvas de peces han sido detectados
altos niveles de esta enzima antes de que aparezca la actividad acida en el estomagao,
lo que sugiere que esta actividad, en conjunto con la de las catepsinas vy
aminopeptidasas, representa un mecanismo compensatorio ante la ausencia de
digestion extracelular (Moyano et al, 1996). Sin embargo, ya que en el catan la

actividad acida se presemta desde la primera ingestion de alimento, la variacion
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observada podria mas bien estar relacionada con el proceso de asimilacion de las
reservas de vitelo, puesto que la disminucién de la actividad ocurre justo en el

momento en que se agota el vitelo (8 DDE).

Por otra parte, los niveles de fosfatasas alcalinas encontrados en las larvas de
catan presentaron pocds variaciones, aunque puede observarse una ligera tendencia a
incrementarse con ¢l tiempo, Esto puede ser indicativo de una capacidad de absorcidon
de nutrientes necesaria en el momento en que inicia la ingestidn de alimento. Mientras
que el incrementa gradual puede estar relacionado can el proceso de maduracién de
los enterocitas. El nivel en el que actian las fosfatasas &cida y alcalina ha sido
sugerido como un indicador de la madurez del intestino, asi como de la condicion
nutricional (Kumar y Chase, 1971; Pathak et al., 1982; Zambonino y Cahu, 1993;
Moyano et al., 1996; Cahu y Zambanino, 1997).

4.3.5 ACTIVIDAD AMILASICA

En general la actividad amilasica detectada en larvas de catan fue muy baja.
Esto puede deberse a los habitos camivoros del catan. En relacidon con esto se ha
observado que los peces con habitos herbivaros y omnivoros requieren de niveles mas
elevados de actividad amilasica con respecto a los peces camivoros (Vonk y Westem,
1984; Munilla y Saborido, 1996). Igualmente, se ha observado que los niveles de
actividad amilasica pueden ser influenciados por la dieta, incrementandose, hasta
cierto limite, al aumentar los niveles de carbohidratos en el alimento (Peres et al.,
1996), de aqui que al no haber existido este tipo estimulo consideranda los niveles de
carbohidratos presentes en el alimento suministrado (nauplios de Artemia), se€ hayan
presentada niveles apenas perceptibles. Un patran muy similar en el nivel de actividad
de las amilasas ha sido reportado para larvas de Dicentrarchus labrax (Zambonino y
Cahu, 1994).
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4.3.6 ACTIVIDAD ESTERASICA

Por otra parte, la actividad esterasica encontrada en larvas de catan tiende a
permanecer estable durante el periodo estudiado, presentando dnicamente dos picos
superares al 5 DDE y 8 DDE, al igual que la fosfatasa acida. Lo cual sugiere también
una posible participacién con la absaorcidn del vitelo. De la misma forma que las
amilasas estas enzimas tienen poca participacion en la digestion de las larvas de
peces ya que ha sido estimado que las enzimas lipoliticas solo representan el 6.5 % de

las enzimas digestivas durante el desamolio larvario (Ozkizilcik et ai., 1996).

Finalmente, en funcidn de estos resultados es posible estimar que la capacidad
digestiva de las larvas del catan es muy completa desde el momento en que inicia la
alimentacion exdgena, presentandose un incremento sostenido en la actividad con el
tiempo. Par lo cual es altamente probable que su capacidad digestiva no represente
una limitante para que las larvas puedan utilizar dietas artificiales. Al mismo tiempo,
considerando que |la actividad proteclitica acida del estdmago se encuentra desde que
inician la ingestion de alimento, es probable que las larvas de catan puedan ser
acondicionadas al consumo de dietas artificiales desde |a primera alimentacién de la

misma farma que se ha venido realizando en los saiménidos y esturiones (Dabrowski
et al., 1985).
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CAPITULO 5: EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDIANAS Y

CORTICOSTERQIDES SOBRE EL DESARROLLO LARVARIO DEL
CATAN

5.1 ANTECEDENTES

5.1.1 IMPORTANCIA Y PAPEL DE LAS HORMONAS TIROIDIANAS

La glandula tiroides es un drgano que ha side implicado en la regulacidon de
procesos fisiologicos en distintos vertebrados, debido en gran parte a la estimulacion y
liberacion de dos principales hommonas: la L-tiroxina (T,) y la 3,5,3 triiodo-L-tironina
(T5). (Figura 9.1).

Harmanas Circulantes:

a

L-Tirndra
Tetra-todo-Trgrwis (T4)

i1}

35,3"-Triodo-L-Twonna
73

Figura §.1.- Estructura de las hormonas tircidianas. a) L-Tiroxina {T,), b) 3,5,3-Triiodo-L-Tironina

(T3).

Este sistema existe en todos los vertebrados, pero a diferencia de los
mamiferos, la glandula tiroides en los peces y en particular en los salmodnidos no esta
encapsulada y consiste en pequenos saculos compuestos de tejido coloide dispersos
en toda el organisma. En efecto, estos foliculos se pueden encontrar a IQ largo de la

aorta ventral, en los arcos branquiales y a veces en el rifidn mismo, el corazan y el ajo
{Boeuf, 1987).
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Se ha reportado que fisiologicamente la liberacion puntual de la T, esta
propiciada por la hormona estimulante de la tiroides (TSH), pero esta dltima no
estimula |a liberacion de 1a T; desde la tiroides, desconociéndose su origen dentra del
estado tiroidiano. Sin embargo, se ha comprobado que existe una canversion
extratiroidal de T, a Ts, que depende de la actividad de |a enzima §'monodesiodinasa.
Esta enzima se encuentra presente en los microsomas de varios tejidos, y su actividad
varia de acuerdo a la especie. La conversioén de T, en T representa una activacion y
un regulador potencial del estado tiroidiano periferico, que puede ser aumentado por la

testosterona y la hormona de crecimiento, mientras que se reduce bajo la influencia del

estraciol

Se ha reportado que la posible Fitutara

regulacion del estado tiroidiano, se

H

debe a wuna alteracion en la Tdcun:mun:;w
abundancia o en la afinidad de los quonas'}{l iroidianas
receptores nucleares de la T; durants Sangre /
la metamorfosis, en el higado de
] _ T4 roteinas YB3
peces teleosteos, anfibios y reptiles. Liare lere‘
Sin embargo, el estado tiroidiano _#’ \
periférico no reposa exclusivamente |
_ 4 Tojidos T3
sobre la regulacion del receptor. En R—-
Desiodinasa
efecto, el control de este estado es
ejercido  igualmente  por Ia "“vd“’
madificacion del transporte de Accién Celdar
hormonas tiroidianas del plasma a los | |
tejidos y por la actividad de la enzima v
5 'monodesiodinasa (Figura 5.2). Melabalismo

Figura §.2.- Esquema de la regulacion fisiolagica para el estado liroidiano.
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El papel de las hommonas tiroidianas es determinante en la regulacion del
metabolismo, ya que bajo su influencia aumenta la capacidad energética aerdbia, asi
como la estimulacidn de la velocidad estandar metabdlica. Durante el crecimiento, las
hormonas tiroidianas y en particular la T,, incrementan la estimulacion del apetito y la
tasa de conversion alimenticia. Por otra parte, durante la maduracidn gonadal, estas
hormonas aumentan los efectos de la gonadotropina sobre la funcidn temprana del
ovario y en la maduracion tardia del mismo. Por ultimo, tienen una marcada influencia
durante la metamorfosis de los peces comprendida dentro del proceso de
smoltificacidn, la translocacion de |os ojos, y la induccidn de otros cambios bioquimicos
y mortologicos (Eales , 1990). Igualmente, ha sido observado que el tratamiento con
harmonas tiroidianas en dosis apropiadas puede inducir el desove prematuro, la
estimulacion de la absorcion del vitelo y la diferenciacion morfaldgica, particularmente
de pie!, esqueleto, escamas y aletas. En contraste, el tratamiento con agentes
antitiroidianos da como resultado la induccion de estasis metamorfica en peces

obteniendose asi larvas pelagicas gigantes (Sullivan, 1987).

Refacion de Hormonas Tiroidianas con otras hormonas durante el
crecimiento: De manera complementaria, la existencia de otras hormonas tales como
el cortisol, estradiol y testosterona, en conjunto con las hormonas tiroidianas, pueden
influir sobre diversos procesos fisiologicos tales como: la reabsorcion del saco vitelino,
la eclosion de los huevecillos y la reabsorcion de la aleta dorsal en la platija. Ademas,

el cortisol contribuye a potencializar la accidn estimulatoria de estas hormonas
tiroidianas. (De Jesus et al., 1991, 1993).

Otros autores han puesto de manifiesto el papel regulador de hormonas
tiroidianas por neuropéptidos tales como la TSH. En relacion con esto Inui et al (1989),
experimentaron con hommonas heterdlogas para elucidar su influencia sobre la
concentracion de las hormonas tiroidianas nativas. Asi demostraron que era pasible
provocar un aumento en las cancentraciones de T, por medio de la bTSH, permitiendo

ademas el mantenimiento basal de los niveles de T, durante todc el periodo de |a
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metamorfosis. Adicionalmente, se constatd que, la bTSH era capaz de acelerar el

climax metamérfico, asi como la activacion del tejido interrenal, (De Jesus ef al., 1991).

MacLatchy et al. (1990) encontraron que en la trucha rayada (Salmo gairdner)
se producia una estimulacion y aumento de la velocidad maxima enzimatica (Vmax) de
la 5'monodesiodinasa por medio de la hormona de crecimiento humano (hGH), lo que
a su vez provacaba un aumento en la conversion de T,a T; ¥ un incremento en los
niveles de T; en el plasma. Otros factores que repercuten sobre la actividad de la
enzima 5'monodesiodinasa para la conversion de T a T, son la temperatura, la

salinidad, los niveles de cortisal y la ingesta caldrica (Eales, 1890).

5.1.2 IMPORTANCIA Y PAPEL DEL CORTISOL

Los corticosteroides son producidos principaimente por la corteza adrenal o sus
homaologas, que en peces esta representada por la glanduia interrenal. Estos
compuestos, dentro de los cuales destaca el cortisol (Figura §.3), tienen una variedad
de funciones relacionadas con el mantenimiento de los procesos normales del
arganismo, tales como la regulacion del metabolismo de carbohidratos, proteinas y

lipidos, sin llegar a tener efectos anabdlicos significativos.

H,COH

0
HO =—0OH

CQRTISOL

Figura 5.3.- Estructura del Cortisol.
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Relacién del Cartisol con otras Hormonas: Existe informacion que sugiere la
importancia de las hormonas tiroidianas y/o los glucocorticoides en la secrecion de la
hormona del crecimiento (GH). De esta manera, la regulacidon de la hormona de
crecimiento en vertebrados menores podria ser equivalente a evaluar la interaccion
entre las hormonas tirgidianas y/o glucocorticoides y el factor de la liberacion de la

hormona de crecimienta (GHRH) en la secrecidn de la hormona de crecimiento (Lua et
al., 1991).

En estudios previos se demc;strd que el cortisol, la principal harmona de este
tipo en teleosteos, eleva la accion estimulatoria de las hormonas tircidianas la que a su
vez tiene un efecto directo en la reabsarcidn de los radios de la aleta en la platija
(Paralichthys olivaceus) (De Jesus et al., 1991). Igualmente, se ha observado cierto
sinergismo entre el cartisol y las hormanas tiraidianas, que induce cambios tempranos

en el desarrollo y |la metamorfosis de ia platija (De Jesus et al,, 1993).

5.1.3 EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDIANAS EN PECES

Los diferentes patrones de desamollo que presentan los peces teleosteos estan
definidos por diversos factores, entre los cuales se encuentran: el nivel evolutiva del
grupo, el tamafo, la cantidad de huevos producidos, los habitos alimenticios, las
reservas de vitela en el huevo y las adaptaciones que presenta la especie al medio y al

alimento. De estos aspectos dependera la presencia y accién de las hormonas

tirqidianas.

Metamorfosis: Los efectos de las hormonas tiroidianas sobre la metamarfosis
de los anfibios dirigio la atencion de los endaocrindlogos comparativos para explicar su
pcosible participacion en la metamorfosis de los peces ( Miwa et al., 1987). De esta
manera, se comprobd que mediante la administracion exocgena de las hormonas
tiroidianas se inducia la metamorfosis prematura de |as larvas, mientras que un

tratamiento con goitrégenos contrarrestaba este proceso.
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A titulo de ejemplo se puede sefialar que mediante la adicion de la Tiraxina (T4)
era posible acelerar la metamorfosis de larvas de platija (Paralichlys olivaceus), |as
cuales alcanzaban precozments el tamana caracteristico de los juveniles en un lapso
reducido de tiempo (Inui et &/, 1985). Asl mismo, se logré comprobar que la Tiourea

inducia estasis metamarfica, dando como resultado larvas pelagicas gigantes.

Dentro de los efectos mas marcados, relacionados con los cambios
morfoldgicos durante la metamorfosis, se encuentran la translocacién de los ojos y
reabsorcion de los radios de la aleta dorsal durante el desarrollo de la platija (P.
alivaceus), bajo 1a influencia de la Tiroxina (T,) y Trilodotironina (Ts) (Miwa el al., 1987 y
1988). La reabsorcion de los radios de la aleta se produce durante el climax
metamorfico al aumentar l0s niveles naturales de las hommonas tiroidianas, esto dio
lugar a la utilizacién de ambas hormonas, T; y Ts, en otros peces con el fin de estimular

el acartamiento de los radios (De JesUs et al., 1993).

Metabolismo: Las hormonas tiroidianas también influyen en diversas
actividades metabdlicas asi, Degani et al. (1989) reportaron que la T; afiadida en la
dieta de |la Ariguila europea (Anguilla anguilla) incrementaba su capacidad de consumao
de axigeno. Mientras que a diferentes concentraciones de esta hormona en la dieta,
disminuia el contenido proteico del cuerpo de la anguila e incrementaba su contenido
de grasa corporal, pero sin afectar la composicion de los &cidos grasos. También
determinaron el efecto de la T; sabre el incremento en la actividad enzimatica de la
aldolasa, una enzima involucrada en la catalisis de la reaccidbn de ruptura de la

Fructosa 1,6-bifosfato a Dihidroxiacetona-fostato y Gliceraldehido-3-fosfato.

Por otra parte, Hilton et al. (1987) observaron que la administracion de la T; por
via oral en la trucha arco ins (Salmo gairdneri) incrementaba el crecimiento y la
eficiencia de alimentacion, lo que se reflejo en un incremento en la tasa de eficiencia

proteica (PER) y de la utilizacidn de energia en esie pez. Sin embargo, la T,
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administrada no aumento significativamente la utilizacion de la glucosa de la dieta
como fuente de energia nilos niveles de insulina en &l plasma.

Los excesos de las principales fuentes de energia pueden afectar el nivel
hormonal en peces. Himick et al (1994) demostraron en la trucha arco irs
(Oncorhynchus mykiss) cambios agudos en los niveles plasmaticos de Ts, T, y glucosa
por la alteracion de la concentracion de carbohidratos, proteinas y lipidos de la dieta.
Estos autores demostraron también que una dieta a base de carbohidratos solo

aumentaba las niveles de T4, mientras que los niveles de T; no se veian afectados.

Desarrolfo y Sobrevivencia: Se ha reportado que los tratamientos con T,y T
resultan eficaces para estimular el crecimiento y la sobrevivencia en larvas de peces.
La aplicacion de estos tratamientos han tenido como base los cambios que se

producen de manera natural en las concentraciones de cortisol y hormonas tiroidianas

durante el desarrolio temprano de peces. { Tabla 5.1)

Organismo Hormona(s) Efecto Autor
Robalo rayado Ts El inflamiento de la vejiga Brown sf al.
{Morone saxatilis) natatoria fue mayor en larvas (1988)
tratadas con la hormona.
Incremeanto de sobrevivencia en
_ larvas.
Tilapia (Sarotharodon Ta Aceleramiento en el desarrallo y Lam et al.
mossambicus) aumento en la sobrevivencia. (1980)
Tilapia {Oreochromis Tay T, Incubacion de huevos fertilizadgs Reddy and
massambicus) Feniltiocarba- | en un medio conteniendo Lam, (1991)
mida {(PTC) | diferentes dosis de Tay T,
indicaron que estas hormonas
refrasaron |la eclosion, mientras
que |la sustancia antitircidiana
PTC acelerd este proceso
Rabbitfish {Siganus TayTa Efectos benéficos en el Ayson and
guttatus) crecimiento y desarrollo de larvas. Lam, (1993)
Robalo rayado Tsy Te Las altas concentraciones de Ty Brown et al,
(Marone saxatilis) en el plasma aceleraron la (1987)
] B | absorcion del vitelo

Tabla 5.1.- Efectos de las hormonas tiroidianas sobre el desarrollo y sobrevivencia de larvas.
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Crecimiento de Cartilago, Hueso y Musculo: Las hormonas tiroidianas juegan
un papel importante en el proceso de crecimiento de los peces. En el caso de los
salménidos y otras peces, la administracion de hormonas tiroidianas implica un

incremento mas pronunciado en longitud que en peso, presuntamente debido a la

estimulacion del crecimiento esqueletico. (Tabla 5.2).

~ Organismo(s) Hormona(s) Efecto(s) Autor(es)
Trucha arco iris Ts Estimulacion del crecimiento Takagi of al
{Oncorhynchus esquelético. La Ty es la responsable del (1994)
mykiss) aumento en la estimulacidn para el

crecimiento de cartilago y hueso.

Salmonidos TayTa Se ve incrementada el ancho o |a altura
(Saimo gairdnen, del esqueleto debido a !a hiperplasia de Higgs et af
Oncorhynchus los elementos del tejido conectiva de la (1982)
kisutch, regién interorbital. Ademas tienen
Saima salary influencia en la formacion de hueso y
Q. tshawyischa) cartilago, siendo mas petente la T; que
laT,.
Piatija T Influencia sobre la composicion del Yamano et af
(Paralichtys mascula estriada en particular de 1a (1991)
olivaceus) troponina T, componente involucrado

en su contracclon.

Tabla 5.2.- Efecto de las hormonas tiroidianas en el crecimiento de cartilago, hueso y muscuio,

Cambios en los Niveles Hormonales: La manipulacion experimental de los
niveles de hormonas tiroidianas, influye directamente sobre el crecimiento y desarrollo
de numerosas especies de peces durante el desarrollo larvario (Kobuke et al 1987).
Los niveles de administracion se han determinado en base a l@a medicion de los
cambios en las concentraciones de hormonas tiroidianas durante el desarrollo

ternprano de los peces, tanto en huevos como en tgjidos larvarios.

Se ha reportado que (05 bajos niveles de hormonas tircidianas en embriones de

salmon (Oncorhynchus kisuich), estan relacionadas con una prabable disfuncion en Ia
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toma de la hormona de la sangre materna durante el periodo del crecimiento del
ovocito (Leatherland et al 1989). Ademas, se ha determinado que los cambios en los
niveles hormaonales y en la incorporacién de iodo, son producto de la T, y T; de origen
materno. Sin embargo, después de la eclosion de la larva, esta es capaz de producir

sus propias hormonas (Greenblatt ef al, 1989).

En relacion con esto, se conoce que no existe intervencion de las hormonas
tiroidianas durante los primeros 4 dias después de la fertilizacién en huevos. Esto ha
sido demostrado por T.agawa et al (1991) en estudios con el medaka (Oryzias latipes),
quienes sefialaron que debido a las bajas concentraciones de T, y T; (de 1 a 4 ng/g)

durante este periodo de tiempo era probable que estas no fueran metabolizadas.

(Figura 5.4)
- —

8-15ng
4
T8ng
Paso de la circulacion
de la T4 del vitelo
T4
Secrecidn de a T4 por
Ia tiroides embrionaria
T3
Y T e : ;
Tagawe et al, 1990 """---.__ Or:g

Sullivan et al .. 1987 5'Monodesionidasa
Brown el gl 1987

Figura 5.4.- Cambios en los niveles hormonales durante el desarrollo larval en peces.

118




Diferenciacion Morfologica: E| tratamiento con hormonas tiroidianas en dosis
apropiadas en diferentes vertebrados en desamollo puede inducir la diferenciacion

morfologica, particularmente a nivel del sistema digestivo. (Tabla 5.3).

Organismo(s) Hormona(s) Efecto(s) Autor{es)
Raton Ta Diterenciacion morfologica precoz Kumegawa et al
de la mucosa del estdmago. 1978
Salménidos TayTs Diferenciacidn precoz de la pared Sullivan ef ai
{Oncarhynchus abdominal del cuerpo, 1987

keta, Q. kisutch,
0. tschawysftcha,
Salmo salar)

Robalo rayado T Aumento en el grosor de la capa Huang et al,
(Marone saxatilis) muscular del estdmago de larvas. 1988.
Anfibigs. Ta Se encontraron glandulas tubulares Pouyet et ai,
nuevas y el desarrollo de un 1983.
revestimiento nuevo del tracta
digestivo.

Tahla 5.3.- Efeclo de las hormonas tiroidianas en la diferenciacion morfologica de diferentes
vertebradas.
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5.2 METODOLOGIA

§.2.1 ORGANISMOS EXPERIMENTALES

Se obtuvieron huevos de catén, el 11 de junio de 1998, a partir de un lote de
siete reproductores en el Centro Acuicola Vicente Guemrero, ubicado en Abasolo
Tamps., perteneciente al Gobiemo del Estado de Tamaulipas. De manera paralela se
obtuvieron larvas de catan recién eclosionadas en el Centro Acuicola Tancol el 1 de
Junio de 1999. Los huevos y larvas fueron transportados en bolsas de plastica con
oxigeno a las instalaciones del Grupo Ecofisiologia en la Fac. De Ciencias Bioldgicas
U.AN.L. Las larvas y huevgs fueron colocados en canaletas de fibra de vidric de 230
cm de largo, 70 cm de ancho y 30 cm de altura con un volumen de 480 L para ser

incubados y/o aclimatadas en el laboraterio antes de ser distribuidas en los acuarios.

5.2.2 CONDICIONES EXPERIMENTALES

Considerando el efecto de las hormonas tiroidianas, sobre la maduracién del
sistema digestivo se realizo una fase experimental consistente en determinar el efecto
de estas hormonas (Tiroxina y Triiodotironina), como control negativo se utilizd un
agente anti-tiroidiano (Tiourea) y un tratamiento testigo en el que no se incluyeron

hormonas. Adicionalmente, se prabd el efecto de la Hidrocortisona.

Las hormonas puras L-Tirexina {T,), Triodo-L-Tirgnina {T;), Hidrocortisona (HC)
y la Tiourea (TU} fueron abtenidas en SIGMA, para ser utilizadas en |los bioensayas.
Para |a realizacion de los bioensayos se utilizaron acuarios de vidrio con capacidad de
45 litros de agua. En cada acuario se calocargn 30 larvas al iniciar los experimentos.
La temperatura del agua fue mantenida en 27 + 1 °C y se proporciond aireaciéon
constante mediante un compresor para mantener los niveles de oxigeno alrededor de
6.0 ppm. Una vez que las larvas tuvieron la capacidad de ingenr alimento se les
praoporciond nauplios de Arternia en dos racianes diarias 0.5 g para que se alimentaran
ad libitum. La edad de |as larvas al ihiciar el experimento fue de 3 dias después de |la
eclosidon (DDE), por lo cual se trataba de larvas con vitelo que adn no nadaban
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libremente ni ingerian alimento, lo cual ocurrio al quinto DOE. Los experimentos fueron

detenidos cuando las [arvas tenian 13 DDE.

Se realizaron dos bioensayos que se diferenciaron por la cantidad total de
hormonas administradas. Cada tratamiento se llevd a cabo por cuadruplicado en cada

uno de los bioensayos.

Primer bioensayo: Ante ¢l desconocimiento de los niveles normales de esle
tipo de hormonas en los lepisosteidos se utilizaron las dosis reportada"s. con mayor
frecuencia en otras especies de peces. Los tratamientos y [as coricentraciongs totales
de las hormonas utilizadas se presentan en la Tabla 5§.4. Las homonas fueron
previamente disueltas en agua y aplicadas diariamente repitiendo la dosis inicial

mediante un recambio de agua del 30 % del volumen total.

| Tratamiento hormonal

Cancentracion diaria

Cancentracidn total

- 3,3,5-triiodo-l-tironina (T3) 0.1 ppmde T; 0323 ppmde T,
L-tiroxina (T} 0.1 ppmde T, 0.323 ppmde T,

Tiourea (TU) 30 ppm de TU 97.17 ppm de TU
Hidrocortisona (HC) 0.1 ppm de HC 0.323 ppm de HC

. Testigo sin hormona (T)

Testiga sin harmona

Testigo sin hormona

Tabla §.4.- Distribucion de los tratamientos y concentraciones diarias y totales aplicadas durante
el primer bioensayo.

Segundo bicensayo: Debida a las elevadas mortalidades que se presentaran
en el tratamiento con T, del primer bioensayg se decidid repetir esta etapa
experimental, reduciendo |a dosis total de las hormonas, sin embargo, debido a la falta
de T, este tratamiento no fue incluido. Las homonas fueron aplicadas en una sola
dosis al iniciar el experimento y no se realizaron recambios de agua. Las hormonas
fueron previamente disueltas en agua posteriores y las cancentraciones tolales

utilizadas se presentan en la Tabla 5.5.
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Tratamiento fﬁmonal Concentracion total
3,3, 9-tniodo-I-tironina (T5) 0.1ppmde T,
Tiourea (TU) 30 ppmde TU
Hidrocartisana (HC) 0.1 ppm de HC

Testigo sin harmana (T) Testigo sin hormona

Tabla 5.5.- Distribucion de los tratamientos concentraciones lotales aplicadas en el segundo
bioensayo.

5.2.3 EVALUACION DE LOS BIOENSAYOS

Determinacidén de T, en larvas: La preparacion de las muestras para la
determinacion de las concentraciones de T, fue realizada siguiendo la metodologia
descrita por Kaobuke ef al. (1987) (Figura 5.5). Iniciaimente, las larvas fueron
homogenizadas individualmente en 2 mL de etanol frio al 95% conteniendo
6-N-Prapyl-2-Thiouracil al 1 mM, utilizando un Potter Elveham. Este Ultimo compuesto
fue adicionado con la finalidad de bloquear |la conversion enzimatica de T4 a Ts. . El
Potter fue lavado con 2 mL de etanol los cuales fueron agregados al homogenizado
inicial. Paosteriormente las muestras fueron centrifugadas a 1,700 g durante 10 minutos
a 4 °C, El precipitado fue nuevamente extraido con 1 ml de etanol siendo nuevamente
centrifugado bajo las mismas condiciones. Los sobrenadantes fueron combinados y
secados al vacio a 37 °C durante toda la noche. Finalmente, las muestras fueron
reconstituidas en 0.1 mlL de etanol y 0.9 mL de buffer barbital .11 M pH 8.6 (SIGMA
B6632) y fueron enviadas al Laboratorio del Servicio de Endocrinolgia de Hospital
Universitario Dr. Jose Eleuterio Gonzalez, en donde se determinaron las

concentraciones de T, mediante un radicinmunoensayo (RIA).
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HOMOGENIZACION EN ETANOL AL 95%
LARVAS E:> {6 -N-PROPYL -2 - THIOURACIL, [mid)

it

CENTRIFUGAR
(1700 G / 10min. a 4°C)

SOBRENADANTE
(SECADQ AL VACIO A 37°C)

4

i]

RECONSTITUIDAS h
{. FFER BARBIT 0.1 ml ETANGL
e M s — RADICINMUNOENSAYO

Figura 5.5 Diagrama de flujo de preparacitn de las muestras para determinacion de T de
acuerdo a Kobuke et al. (1987).

Determinacién de cortisol en farvas; E|l métoda utilizado para la determinacion
de las concentraciones de cortisol fue el descrito por De JesuUs ot al. (1991) (Figura §.6).
Se homogenizd un lote de S larvas por tratamiento en una proparcion de 1:5
(peso/valumen) en buffer de fosfatos (sddico monobasico y sddico dibasico) 10 mM,
salino {(NaCl 140 mM) a un pH de 7.3. Una alicuota de 0.25 ml del homogenizado fue
mezclada con 3 mL de dietil-éter mediante agitacion vigorosa durante 1 minuto y
posteriormente se separd el extracto de éter mediante congelacién de la muestra a -80°
C. La extraccién fue repetida sobre la fase acuosa y se mezclaron los extractos de éter
para posteriormente ser secado en un bafo de agua a 45 °C en una atmosfera de
nitrdgeno. Los extractos fueron reconstituidos con 0.25 ml de PBS conteniendo gelatina
al 0.1% y fueron enviados al Laboratoria del Servicio de Endocrinolgia de Hospital
Universitario, en donde se determinaron las concentraciones de Hidrocorisona
mediante un radicinmunaensayo (RIA).

123



HOMOGENIZACION EN BUFFER DE FOSFATO
(10mM, pH 7.3) + NaCl L40 mM

i~ D

{0.25ml + 3 ml DIETIL-ETER)
= ::I | ALICUATA DE 025 ml.

U

EXTRACCION CON ETANOL :> ‘ SECADO EN ATMOSFERA DE NITROGENQ

5 LARVAS

) (45°C)
RECONSTITUCION
RADIOINMUNOENSAYO <::| (0.25 1l PBS + GELATINA 0.1%)

Figura 5.6 Diagrama de fiujo de preparacian de las muestras para determinacidn de cortiscl de
acuerdo a De Jesus et af, (1991).

Caracteristicas Morfolégicas: Al finalizar los bioensayos se contaron las larvas
por acuario para determinar el porcentaje de sobrevivencia. Las larvas fueron pesadas
individuaimente en una balanza OHAUS con un grado de precision de 0.1 mg y fijadas
en liquida de Bouin. Se determind la longitud total utilizando un vernier con un grado de
exactitud de 0.1 mm. Adicionaimente se determind la longitud del hocico como un
indicador del grado de transformacion de la larva y la altura corporal al nivel del ano
(altura preanal) como indicador de la condicidn nutricional de las larvas. Estas dos
caracteristicas morfomeétricas fueron reportadas en porcentaje de la longitud total de
acuerdo a lo descrito en ef Capitulo 2.

Caracteristicas Histolégicas: Se realizaron cortes histologicos de tres larvas
por tratamiento y se determind |a altura celular de los enterocitos del intesting anterior.

124



La metodologia para la realizacion de los cortes, técnica de tincidon y medicion de las

células corresponde a la descrito en el Capitulo 3.

Determinacion de Enzimas Digestivas: La actividad protealitica total acida y
alcalina fue determinada en extractos de intestino de las larvas de cada tratamiento. La
metodologia utilizada para estas determinaciones fue realizada de la forma en que se

describe el Capitula 4.

Andlisis Estadistico: Las variables cansideradas y los resultados abtenidos
fueron analizados por medio de un Andlisis de Varianza (ANOVA) donde se
determinaron las diferencias que pudieran existir entre los tratamientos. En aqusllas
variables que presentaran diferencias significativas entre los tratamientos, se realizo la
prueba de rangos miltiple de Duncan para separar grupos homogéneos entre la

medias con un nivel de significancia del 0.05% (Steel y Torrie, 1980).
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5.3 RESULTADOS
5.3.1 PRIMER BIOENSAYO

5.3.1.1 CONCENTRACION DE HORMONAS

Concentracion de T; en larvas: Los niveles basales de Ts en huevos y larvas
mantenidas sin administracion de hormonas se presenta en la Figura 5.7. En esta se
puede apreciar que los niveles de Ts en huevos recién puestos y antes de eclosionar
son muy bajos (0.0117 y 0.00995 ng/huevo, respectivamente, determinados a partir de
un lote de 10 huevos cada uno) y permanecen constantes durante el desarrolio
embrionario. Sin embargo, después de la eclosion comienzan a incrementarse los

niveles de Ts, y a los 10 DDE esta se eleva de manera dramatica para posteriormente
disminuir al 13 DDE.

3.9 =
3.6

33
3.0
2.7
24
2.1
1.8
15
1.2
0.9
0.6

- T e W

L L]

ng/larva

huevos antes de eclosién 3 DDE 10 DDE 13 DDE
eclosion

Figura 5.7 Concentraciones normales de triiodotironina (Ts) durante el desarrollo de huevos y
larvas de catan,
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Un muestra de 3 larvas por cada tratamiento hormonal mostré que a los 10 DDE
aquellas larvas sometidas a la Ts presentaban niveles muy elevados de esta hormona
(7.8 ngllarva), presentandose diferencias significativas con los otros tratamientos
(F=32.39; P=0.000; gl= 10,4) mientras que las larvas a las que no se les administré
ninguna hormona presentaban niveles de T; de 2.22 ngl/larva y las larvas sometidas a
T4, hidrocortisona y tiourea presentaron niveles menores a 1 ng/larva (Figura 5.8).

ng/larva

Control T3 T4 HC TU
Tratamiento

Figura 5.8.- Concentracion de Ts (ng/larva) en las larvas de los tratamientos a 10 DDE. Las
literales iguales representan grupos homogéneos sin diferencias estadisticas significativas.

Lamentablemente, al finalizar el bioensayo (13 DDE) debido a la mortalidad que
se presentd en el tratamiento con T3, no fue posible evaluar en estas larvas los niveles
de esta hormona. Paraddjicamente, en este momento las larvas que presentaron el
mayor nivel de Ts fueron aquellas sometidas a la tiourea (0.7 ng/larva), mientras que las
larvas control, las sometidas a HC y T, presentaron valores cercanos a 0.3 ng/larva sin
presentarse diferencias significativas en los niveles de Ts (F=1.04; P=0.424; gl= 8,3)
(Figura 5.9).
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Figura 5.9 Concentracion de T; (ngflarva) en las larvas de los tratamientos a 13 DDE. Las
literales iguales representan grupos homogéneos.

Concentracion de cortisol en larvas: El nivel de base de cortisol encontrado
en huevos y larvas de catan se presenta en la Figura 5.10. Siendo muy bajo en huevos
(0.121 ng/huevo) y desapareciendo casi por completo después de la eclosion (0.004
ng/larva). La concentraciéon de cortisol comenzé a incrementarse ligeramente hasta el
10 DDE (8.05 ngflarva), para posteriormente incrementarse de manera importante a los
13 DDE (66.6 ng/larva).

70

0 , . , ..

huevos antes de eclosion 3 DDE 10 DDE 13 DDE
eclosion

Figura 5.10 Concentraciones normales de cortisol durante el desarrollo de huevos y larvas de
catan,



En la muestra de los tratamiento con larvas de 10 DDE se encontré un mayor
nivel de HC en aquellas que fueron sometidas al tratamiento con T; (40.77 ng/larva).
Los tratamientos con T, HC y TU presentaron niveles cercanos a 15 ng/larva y el
control present6 una concentracién menor a 10 ng/larva (Figura 5.11).
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Figura 5.11 Concentracion de Cortisol (ng/larva) en larvas de catan de 10 DDE sometidas a
diferentes tratamientos hormanales.

Cuando las larvas alcanzaron 13 DDE el tratamiento control presentd un
marcado incremento, siendo seis veces superior a los niveles encontrados en el resto
de los tratamientos (T4, HC y TU) los cuales no variaron significativamente su nivel. Por
otra parte, el tratamiento con T; no fue analizado en este momento debido a la

mortalidad mencionada (Figura 5.12).
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Figura 5.12 Concentracién de cortisol (ng/larva) en larvas de catan de 13 DDE.



