Subramoniam, 1980; Talbot, 1981; Tom et al., 18987a,b; Yano y Chinzei, 1987,
Tan-Fermin, 1991; Medina et al., 1996). En particular, las técnicas de PAS
{glicaprateinas) y SBB (lipidos) han sido utilizadas en la histoquimica ovarica del
cangrejo ermitafio Clibanarius clibananus (Varadarajan y Subramoniam, 1980), en
los camarones Penaeus faponicus (Yano, 1988), Parapenasus longirostrs (Tom et
al., 1987b), y Penaeus semisulcatus (Browdy ef al, 1990) y en el cangreja
Paratelphusa hydrodromis (Adiyodi, 1969). |

3.4.10.1.- Determinacidn de glicoproteinas por la técnica de PAS

Utilizando esta técnica se observa la presencia de finos granulos inmersas
en el citoplasma de los ovocitos en todos los estadios de desarrollo, y que
corresponden a glicoproteinas. La técnica de H y E na evidencia en forma clara a
estos granulos, en particular en cortes de las mismas gonadas de los primeros
estadios. A este respecto, Kulkarni ef al. (1991), observd solamente granulos de
vitelo en ovocitos de P. clarkii al inicid de la etapa vitelogénica, estos granulos
fueron numerosos en el estadio vitelogenico intermedio, probablemente estos
resultados se debieron a que la técnica histoldgica utilizada fue H y E, la cual no
es especifica para una identificacion clara de granulos de vitelo. Sin embargo,
Tobias-Chavana (1991), utilizando la técnica H y E observo que en |las gdonadas de
los estadios [l y Il de Procambarus clarkii, los ovocitos ya presentaban granulos
de vitelo. En otro estudio, Tom et al. (1887b), mencionan que los ovarios del
camarén Parapenaeus Jlongirostris, presentan dos fases de desarrollo
citoplasmatico que corresponde al crecimiento y la etapa vitelogénica, desde |a
primera etapa hubo una gradual reaccidn positiva a |a técnica de PAS. Esta misma
reaccion positiva al PAS, también se observd desde el estadio | al Il en
Clibanarius clibanarius (Varadarajan y Subramoniam, 1980).

La técnica de PAS es ullizada generalmente para determinar la presencia
de carbohidratos, ya que existen otras técnicas mas especificas para la
observacion de glicogeno, como es la técnica de Carmin de Best (Varadarajan y
Subramoniam, 1980).
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3.4.10.2.- Determinacién de lipidos por la técnica de BSB

Los ovocitos en estadio lIl y IV presentaron una reacciin positiva a la
técnica de BSB, de acuerde a la coloracion azul intensa de los granulos de vitelo.
En un estudio similar, Tom ot al (1987b), ohservaron que el material PAS (+)
gradualmente desaparecié del citoplasma en la fase vitelogénica y se presentaron
grandes globulos de lipidos fuertemente tefidos por la técnica de BSB. Ademas,
esta técnica permitid reconocer una disminucion notable en la cantidad de vitelo
de los ovocitos del estadio IV en reabsorcidn, lo cual coincide con las
observaciones hechas por Kulkami ef al. (1991). A este respecto.

A pesar de que la técnica de BSB sirvid para identificar claramente la
presencia de lipidas en el ovaplasma en comparacion a la técnica convencional de
H y E. Sin embargo, esta técnica tiene sus limitaciones o desventajas para su
utilizacion, por ejemplo, la reaccion o tincidn positiva a esta técnica tuvo una corta
duracion y todo el procedimiento de tincion involucra una gran cantidad de tiempo

(mas de cuatro dias).
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3.5. CONCLUSION

¢ Se registraron cuatro estadios gonadales basados en las caracteristicas de
color y tamanfio de los ovaocitos.

¢ En el acocil rojo, la reproduccion se lleva a cabo principalmente durante el
periodo de Intermuda.

¢ Las hembras colectadas presentan un rango promedia de L C de 26.72 a 353
mm, incrementandose del estadio | al |V, sin embargo, de acuerdo a los
resultados observados estos pardmetros morfométricos no se consideran
buenos indicadores del desarrollo gonadal.

+ El peso ovarico se incrementa del estadio gonadal | (0.0043 g) al IV (1.4819 g)
y esta influenciado por los parametros ambientales y la época del afio en el
sitio de colecta.

¢ En las hembras de Procambarus clarkii el IGS representativo de la madurez
gonadal presenta el mayor promedio en el mes de Agosto y en Qctubre se
observa el minimo.

+ El incremento del diametro de los ovocitos y el nucleo esta relacionado con el
incremento del peso gonadal y el estadio, ademas la forma de los ovocitos
también varia de acuerdo al estadio gonadal.

+ Existe una fuerte vanacion del numero de nucleclos por estadio registrandose
la mayor variabilidad en el estadia |V.

+ La presencia de vacuolas caracteristica de la fase vitelogenica se presentd en
€l estadio lll, mientras que la zona perinuclear no resulta un buen indicador de
la madurez gonadal ya que se abserva en fodos los estadios.

¢+ la presencia de espacios citoplasmaticos (estadio IV) indican la reabsorcion
del ovario y la finalizacion del ¢iclo de maduracion.

¢ En cada estadio gonadal se pueden observar ovocitos en mas de un estadio
debido a que el proceso de maduracién es continuo.

+ La presencia de glicoproteinas es evidente en todos los estadios gonadales,

mientras que la aparicion de lipidos se observa principalmente en los estadios
Ny V.
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CAPITULO 4.- PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA VITELOGENINA
PLASMATICA Y VITELINA OVARICA DEL ACOCIL ROJO Procambarus clarkii

4.1.- INTRODUCCION

Los estudios sobre fisiologia reproductiva, maduracion y desarrallo de las gonadas
en crustaceos decapodos son diversos, y de estos destacan los realizados con
camarones peneidos (Tom ef al, 1987a, Tom ef al, 1987b; Shafir et al, 1992;
Fainziiber of al., 1992; Chen y Chen, 1993; Chang ef af, 1993a; Cariolou y Flytzanis,
1993; Chen y Chen, 1994; Courtney et al, 1995), acociles (Kulkarni et al, 1991),
langostinos (Chang et al., 1993b) y cangrejos (Lee y Puppione, 1988; Quackenbush y
Keeley, 1988; Paulus y Laufer, 1987; Lee y Watson, 1995).

Como en la mayor parte de los invertebrados acuaticos, los crustaceos
decapodos como el acocil Procambarus cfarkii, ovgpositan una gran cantidad de
huevos dependiendo de la talla de l[a hembra, los cuales dispondran de las reservas de
vitelo necesarias para cubrir sus requerimientos energéticos durante el desarrollo
embrionario {Meusy, 1963). Es conocido entre los Crustaceos Malacostracos que las
hembras en etapa reproductiva producen vitelo, el cual es una sustancia nutritiva
canstituida principalmente de proteinas, lipidos y carbohidratos, que se presenta en
cantidades variables en la mayoria de los ovocitos formando una reserva necesaria
para su desarrollo embrionario (Charniux-Cotton, 1985).

4.2.- ANTECEDENTES

4.2.1.- Recrudecimiento Gonadal

La maduracién gonadal, se desarrolla en |a mayor parte de los animales, de
manera continua y regular. Sin embargo, es comdan que algunas hembras presenten
anomalias tales como la reabsorcion de los ovarios en ciertos estados del desarrollo
gonadal. Estos ciclos abortivos y la rapidez a la que se desarrolla este proceso explican

en parte el diferente numero de individuos observados en cada estadio de maduracion.

De aqui que resulte necesario recurrir a criterios precisos tanto histologicos

camo morfoldgicos, para establecer la etapa de maduracidn en que se encuentran los
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organismos. La gonadas de los decapodos cambian de talla y color durante el
desarrollo de los ovarios, desde su inicio hasta la madurez, variando durante los ciclos
de vitelogenesis y aviposicion (Alken y Waddy, 1980). El seguimiento de estas
modificaciones morfoldgicas ha sido utilizado por varios autores para caractenzar la
evolucidn gaonadal de diferentes crustaceas (King, 1948; Tuma, 1867; Aquacop, 1977,
Woo-Khoo,1988). En el caso particular de Procambarus clarkii, De La Brettone y Avault
(1976), consideraron cuatro estadios para describir el desarrollo gonadal, basado en el

color y tamanio de los ovocitos.

4.2.2.-Vitelogenesis

Actualmente, esta bien comprendido que durante la reproduccion de los
crustaceos malacostracos, (0s ovocitos requieren grandes cantidades de vitelo para su
crecimiento y desarrollo (Charniaux-Cotton, 1985). De aqui, la definitiva importancia del
papel del vitelo en el desarrclle larvario. Esto ha propiciado que originen diversas
investigaciones saobre aspectos de vitelogénesis en diferentes crustdceas desde los afios
60's y en los ultimos afios las investigaciones se han arientado al estudio de la
bicsintesis del complejo proteina-vitelo, aspecto que ha sido cuidadosamente tratado por
varios autores (Adiyodi y Subramoniam, 1983; Adiyodi, 1985; Charniaux-Cotton, 1985;
Quackenbush, 1986; Meusy y Payen, 1988; Chamiaux-Cotton y Payen, 1988 y
Quackenbush, 1991). Sin embargo, ain existen muchos puntos oscuros acerca del o los
sitios de produccidn de vitelo exdgeno y de la hormonas involucradas en la estimulacion
y coordinacion de sintesis de vitelo.

De manera sucinta se puede decir que durante el procesg fisioldgico de la
ovogenesis, se presentan una serie de cambios graduales que implican el crecimienta,
diferenciacion y maduracion gvocitaria de las células germinales,

El procesa de vitelogenesis en los crustaceos, esta caracterizado durante el
ciclo reproductivo femenino, por la acumulacion de una extensa cantidad de vitelo y es
por consiguiente de particular interés dentro del mismo ciclo reproductive (Quinitio et
al., 1989). Durante esta fase el vitelo completa todos sus componente organicos e
inorganicos, necesarios para €l crecimiento de los ovocitos (Adiyodi y Subramoniam,
1983; Charniux-Cotton, 1985; Quackenbush, 1986)
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En el desarrallo ovocitario en los crustaceos, principaimente en los malacostracos
se distinguen las siguientes fases o estados:

a} Fase inicial (crecimiento o mulliplicacion ovocitaria)
b) Previtelogénesis

¢) Vitelogenesis Primarna

d) Vitelogénesis Secundaria

a).- Fase inicial.- El crecimiento ovocitario ocurre en la zona germinativa donde
las ogonias estan completamente rodeadas por células mesodermicas, las cuales
impiden que un factor andrégeno (6-hidroxi-farnesil-cetona) actiue sobre ellas. Durante
esla fase ocurre numerosas divisiones mitdticas ogoniales y continuamente las ogonias
salen por mecanismos desconocidos (Aiken y Waddy, 1980; Adiyodi y Subramoniam,
1983; Adiyodi, 1985, Chamiaux-Cotton, 1985; Woo-Khoo, 1988); en esta fase los
ovocitas se preparan para la vitelogénesis.

Al liberarse del emprisionamiento del téjido mesddermico, las celulas quedan
expuestas a la eventual influencia del efector andrdgeno, el cual si llegara a actuar sobre
estas determinaria su conversidn en espermmatocitos, por lo cudl sino se ejerce la
influencia de este efector (hormona androgenica= 6-hidroxifarnesil-cetona), las cslulas

germinales se convertirian espontadneamente en ovocitos (autodiferenciacion).

Posteriormente estas ogonias entran en meiosis para detenerse en profase y
convertirse en ovocitos primarios (Payen, 1980; Charniaux-Cotton, 1985); esta fase de
descanso es a veces denominada previtelogénesis (vilelogénesis primaria) {Adiyodi,
1985; Charniaux-Cotton, 1985). Durante este proceso se deposita material vitelino
enddgeno en el senc de ovocitas, (Kessel, 1968; Lui y O'Connor, 1976; Woo Khoo,
1988), a ralz del establecimiento de vesiculas de reticulo endoplasmico rugoso (RER)
en el citoplasma ovocitario el cual contribuye a |la sintesis de glicoproteinas (vitelo
enddgeno), (Payen,1980; Adiyodi, 1985; Charniux-Cottan, 1985).

b).- Previtelogénesis.- El terming previtelagénesis es un termino confuso en el
sentido de que en muchos casos, el deposito de vitelo comienza en este particular
estado (Adiyodi y Subramoniam, 1983). La fase de descanso de los ovocitos
previtelogénicos es estimulada par factores externos para proceder de una meiosis a una

vitelogénesis primaria, fase durante la cual se deposita el material vitelino endégeno por
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los ovacitos (Beams y Kessel, 1963; Kessel, 1968; Lui ef al., 1974, Lui y O'Connor,
1977, Yano y Chizei, 1987; Woo Khoo, 1988).

¢).- Vitelogénesis Primaria.- (Vitelogénesis I) Este estado fue llamado asi por
Aiken y Waddy (1980), Charniaux-Ccetton {1985) y Quackenbush {1986) a Vitelogenesis |
por Adiyodi (1985). Durante la vitelogénesis primaria existe una gran formacion de
vesiculas del reticulo endoplasmico rugeso (RER) en los ovocitos primarios y que
contiene glicoproteinas (sintesis de vitelo enddgeno), este compuesto y las lipoproteinas
son de arigen endogeno o autdctona (Nelson, no publicado). Esta se va traducir en un
ligero incremento en el tamafo de la gdénada, al aumentar el volumen de los gvocitos,
los cuales adquieren el material necesario para la sintesis de proteinas (Zerbib, 1976).
QOtra caracteristica, es que las células foliculares primarias que posiblemente se
originaron en la zona germinativa rcdean a cada ovacito (Payen, 1980; Adiyodi y
Subramoniam, 1983; Adiyodi, 1985; Charniaux-Catton, 1985; Quackenbush, 1986).

La ovogénesis desde ogonias hasta el final de la vitelogénesis primaria es un
proceso continuo (Payen, 1980; Charniaux-Cotton, 1985) y no existe factores extemos o
mtefnos, como un control endocring conacida, que pudieran controlar o influenciar esta
fase (Fauvel, 1986). Esta es permanente durante toda la vida de la hembra (Charniaux-
Cotton, 1978).

En el transcursa de esta citodiferenciacion los ovocitos mas jovenes reemplazan a
los ovocitos mas maduros, que se encuentran en el centro del ovario, dirigiendolos

progresivamente hacia la periferia de este.

d} Vitelogénesis Secundaria.- ( Vitelogénesis Il)

Durante el repcso genital los ovocitos permanecen estacionados en vitelogénesis
primaria, pero en épocas de reproduccion, los ovocitos en las etapas finales de la
vitelogenesis primaria van sincronicamente van hacia vitelogénesis secundana, que se
caracteriza por un desarrollo muy rapido, selectivo y sincronizado de estos. Esta
segunda fase, es un fendmeno ciclico con dependencia harmonal y de factores externos
(Charniaux-Cotton, 1978; Meusy y Payen, 1988). La vitelogeénesis secundaria también es

conocida como la fase de maduracién por (08 acuacultores.

133



La vitelogénesis secundaria empieza con la formacion de foliculos secundarios,
que rodean completamente a los ovocitos (Payen, 1980, Neison, no publicada). Esto es
una condicién necesaria para la internalizacion de la Vitelogenina (Adiyodi v
Subramaniam, 1983).

En esta segunda fase continua el deposito de vitelo, incrementandose
masivamente la vitelogénesis y existe un incremenio sustancial en el volumen y peso
gonadal. El vitelo es de crigen enddgeno y exdgeno (Kerr, 1968; Aiken y Waddy, 1980;
Charniux-Cotton, 1985; Tom et al, 1987a)

Existen evidencias para sostener que existe un secuestro de proteinas extra-
ovocitarias {Vitelogenina) por endocitosis tomada de la hemolinfa desde el sitio de
produccion hasta el ovario {Payen, 1980; Woo-Khoo, 1988; Nelsaon, no publicado). La
Vitelogenina (VTG) o proteina especifica de las hembras (FSP) es un precursor
plasmatica de la Vitelina (VTL) ovocitaria, constituyente principal del vitelo (Payen,
1980; Adiyodi ¥ Subramoniam, 1983, Charniaux-Cotton, 1985; Nelson, no publicado),
que es inmunologicamente idéntica a este vitelo enddégeno y solo se presenta en
hembras que han entrado en su fase reproductiva (puberal) (Aiken y Waddy, 1980;
Meusy, 1980; Payen, 1980).

El sitio de crigen de la vitelogenina (VTG) se ha discutido y se mencionan a los
siguientes tejidos: hepatopancreas (Lui et al, 1974, Fyffe y O'Connor, 1974; Aiken y
Waddy, 1980; Charniaux-Cotton, 1985), tejido graso subepidérmico (cuerpo graso) (Tom
et al, 1987a; Woao-Khoa, 1988) y los hemocifos (Kerr, 1969). La contribucion de la
vitelogénesis exdogena varia de especie a especie aparentemente y no todos los
crustaceos requieren vitelina exdégena (Adiyodi y Subramoniam, 1983).

Durante [a vitelogénesis secundaria el RER continua sintetizando glicoproteinas,
las cuales son inmunoldgicamente diferentes de (a vitelogenina (Meusy, 1980). Ademas,
aparecen gotaletas de lipidos en la periferia del ooplasma llenandolo. En el caso de los
palaemdnidos cada ovocito esta rodeado por una capa de células foliculares secundarias
y que los microvellos del oocito cruzan la envaltura vitelina con la funcién aparente de
secuestrar al precursor hemolinfatico del vitelo, al final de la vitelogénesis secundana
estos microvellos se retractan (Adiyodi y Subramoniam, 1983). La foliculogenesis

secundaria que €s un fenomeno probablemente general en malacostracos, separa a los
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ovocitos en dos poblaciones; a) ovocitos rodeados por células foliculares primarias y
estratificadas en zonas que corresponden a los diferentes estados de la ovogeénesis
hasta el final de la vitelogénesis primaria b) ovocitos rodeados por células foliculares
secundarias, que estan en el misma estado de la vitelogénesis secundaria (Chamiaux-
Cotton, 19895).

El final de |a vitelogénesis secundaria se caracteriza por la ruptura de la vesicula
germinativa (-Germinal Vesicle Break Down-GVBD), la cual tiene lugar antes de |a

ovulacion (Quackenbush, 1991)

4.2.3.- Tipos de vitelo

Durante la reproduccion de los crustdceos malacostracas, los ovacitos requieren
grandes cantidades de vitelo Chamiux-Ceotton, (198%). Sin embargo esto parece
depender de la antogenia de cada grupo. A este respecto, Mendoza, (1992), encontro
una cantidad minima de vitelo en los ovocitos de los peneidos con respecto a la
determinada en ovocitos de otros crustaceos, atribuyendo esto al breve periodo

larvario de los peneidos.

El depésito de vitelo comienza durante la vitelogenesis primaria (Adiyodi y
Subramoniam, 1983}, procese que se caracteriza por la acumulacidn de glicoproteinas .
en €| ovocito, mientras que la vitelogénesis secundaria se distingue por la acumulacion
de lipidos y proteinas en el vitelo, (Cuzin-Roudy y O’Leary, 1991). Esto es debido a que
durante esta fase un precursor hemolinfatico, la vitelogenina (VTG), se internaliza en el
ovocite mediante un proceso mediado por receptores €l cual permite el transporte de la
molécula al interior de los ovacitos (Mendoza y Fauvel, 1988). Asi, durante la
vitelogénesis secundaria esta molécula al concentrarse en los ovocitos se transforma

en vitelina (VTL), la cual constituye la proteina mayoritaria del vitelo.

Los estudios relativos a la composicion del vitelo han sido enfocados
principalmente a las proteinas que son sintetizadas extemamente y que posteriommente
san conducidas por la hemolinfa y acumuladas en el ovacito (Mufioz ef al., 1990; Shafir
gt al, 1992).
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El vitelo es el material nutritivo que una vez acumulado en cantidades sustanciales
en el ooplasma podra satisfacer los requerimientos basicos para el desarrollo
embrionario. El tipo y composicidn de vitelo varia de especie & especie, y depende del
tipo de dieta (Adiyadi y Subramaniam, 1883). Existen daos tipos de vitelo, la vitelina (VTL)
o lipovitelina, que es la proteina mas abundante en el huevo vy la vitelogenina (VTG)
(Alken y Waddy, 1980; Adiyodi, 1985; Quackenbush, 1986). Ambos tipos de vitelo

contribuyen en el crecimiento de las células ovocitarias.

Las protcinas y lipidos constituyen la mayor parte de las reservas organicas del
vitelo. Ei papel de los carbohidrates esta alun por elucidar, pero muy probablemente
participen en aportar energia durante la eclosion. Las proteinas proveen el material
basico necesario para la creacion de tejidos, mientras que los lipidos, especialmente los
neutros sirven como fuente de energia (Adiyodi y Subramoniam, 1983).

En el caso de las lipo-glico-proteinas, como la VTL, estan asociadas a pigmentos
carotenoides, estas uniones son altamente sensibles. Se ha sugerido que el pigmento
sirve como un escudo contra las radiaciones para proteger al embridn (Adiyodi y
Subramoniam, 1983). |

Una de las particularidades de fa molécula de la VTG en los crustaceos es su
alto peso melecular consecuencia de la asociacidn de las proteinas con lipidos,
glicidos y grupos prosteticos carotenoides originados durante la vitelogénesis (Meusy,
1980). Por otra parte, la VTL, inmunolégicamente indistinguible de la VTG, presenta
también un elevado peso molecular y se caracteriza por ser la protelna mas abundante
en el huevo, constituida por 28% y 3%% de lipidos, 4.8% de carbohidratas, y
carctenoides. A dichas asociaciones se les identifica como lipo-glico-carotenoproteinas
(Meusy,1980; Fyffe y O Connor, 1974). ‘

La lipovitelina consiste de algunas subunidades que se asocian y se disgregan, en
Procambarus, el vitelo puede disociarse en cinco subunidades (Lui y O'Connor, 1976). El
peso molecular tanto de VTG y VTL (Tabla 4.1) varia de acuerdo a las especies, y en
términos generales se ha estimado que varia entre los 300 x 10° y los 600 x 10° Daltons
(Adiyodi y Subramoniam, 1983).

En Procambarus sp. se estimo el peso malecular de la VTL en 500,000 Daltons
con un porcentaje de lipidos del 35% (Fyffe y O'Connor, 1974). En el anfipodo Orchestia
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gammarella los pesos moleculares para la LI fue 348,200 y de 498,600 para la LVIl y

en esta misma especie el peso molecular de la VTG fue de 397,000 Daltons (Junera et

al., 1977).

Tabla 4.1.- Estimaciones del peso molecular de las subunidades de VTL, en diferentes
especies de crustaceos.

ESPECIE SUBUNIDAD DE PESQO MGLECULAR AUTOR ANO
VITELINA EN kDa
Penasus 5 Palipgptidos 540 (VTL). 74, 83,90, | Quinitio et al, 1990
104, 168 (Subunidad)
monadon
Penaeus 8 Polipéptidos 492 (VTL) 35, 45, 49, Chang et at., 1993a
{lipo-glico- 54, 64, 68, 82, 91,
manadon cargtengproteinas) (Subunidad)
FPenaeus 2 Polipéptidos 191y 85 Changy Jeng | 19%5
chinensis
FPenaeus ) 380 (VTL1) 105, 85, 78, Chang et al, | 1996
e 5 VTL1 (lipo-glyco- 58, 40 (Subunidad).
chinensis caroteno-fosfo-proteina) 500 (VTL2) 155, 85, 78
3 VTL2 (glico-fosfo- (Subunidad) '
proteina) )
4 Polipeptidos
Fenasus (glicaliproteinas) 168, 104, 83y 74 Chen y Chen 1993
monodaon
Farapenasus .
longirosiris 2 Gilicoprote/nas 45y 66 Tom et al, 1987
Armadillium VTLY -\ TL4 700,000 620,00 540,000 Susukietal, 1987
vulgaren L 4470,000 (VTL)
(glicoliprote/nas) 80,000, 99,000, 127,000
VTL4 con 3 polipeptidas. A (V"I'L 4j !
Macrobrachium IVTLcon 2 lipo - 240, 450, 800 {vTL).
rosenbergii glicocarotenoproteina. 90 y 104 (Subunidad) Chang et a. 19930
1 VTL con un minimo 194 (VTL con un minima
peso molecular).
Macrobrachium 2 Lipoglycoprateinas 700 {(Vn) Lee et al, 1997
rasenbergii 100 y 89 {Subunidades)
VTL1-VTLZ2con 2 560 (VTL1-VTL2) .
;:;;‘nc:uh_fs lipo-caroteno-preteina. 81y 110 Quinitio et af. 1689
ssien {Subunidades)
FPotarmon 3 Palipséptidos 115, 105y 85 Pateraki y 1597
potamios Stratakis
Cailinectes 2 lipoproteinas y 1 109 y 86
sapidus proteina 188. Leey Watsan 1934
Calfinectes
sapidus 4 Protelnas 188, 168, 109y 86 Lee y Watson 1995

4.2.4.-Qrigen y Sintésis del Vitelo

La sintesis enddgena del vitelo ha sido confirmada en varios estudios por medio

de la incubacién de ovarios in vitro, lo que ha sido constatado por medio de la
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incorporacidon de aminoacidos marcados (Dhen et a&l.,1983; Eastman-Reks vy
Fingerman, 198%; Yano y Chinzei, 1987, Quackenbush, 1989a; Browdy et al., 1990).

Sin embargo, se ha demostrado igualmente la existencia de una sintesis de vitelo
exdgeno en crustaceos, que incluye al hepatopancreas, el tejido adiposo subepidermico
y los hemocitos (Kerr, 1969; Meusy, 1980, Meusy ef al., 1983; Souty y Piccaud, 1984,
Paulus y Laufer, 1887; Tom et al, 1987a; Quackenbush y Keeley, 1988; Woo-Khoo,
1988; Quackenbush, 1989a; Quinitio et al., 1990). Aiken y Waddy (1980), sugiere que el
hepatopancreas seria el blanco de una hormona ovarica estimuladora de la vitelogenina
(VSOH). Paulus y Laufer (1987), presento la evidencia de células especializadas del
hepatopancreas que estarian implicadas en la sintesis de VTG, a estas células se les
denominoc como vitelogenocitos. En isépodos y anfipodos, se ha emitido la hipdtesis de
que el cuerpa graso es el sitio extraovarico de la sintesis de vitelo {(Picaud, 1980; Picaud
y Souty, 1980; Meusy et al,, 1983b).

Adicionalmente, han sido varios 10s autores que han podido detectar y medir la
VTG en la hemolinfa (Derelle ef al,1986; Yano, 1987; Lee y Puppione, 1988;
Quanckenbush, op.cit, Mendoza et al.,1993). La presencia de VTG en la hemolinfa
aumenta los cuestionamientos sobre los sitios extra ovaricos para la sintesis de la VTL

0 de los precursores moleculares (Fainzilber et a/.1992).

Estas contradicciones aparentes se deben sin duda a diferencias: entre las
especies, a los métados de incubacion utilizados, a las técnicas de purificacién de la
VTG yla VTL y a la preparacion de anticuerpas (Browdy, 1992).

Adiyodi y Subramoniam (1983), mencionan que la presencia de una fraccion de
vitelo (VTG) en la hemolinfa, que serologicamente es idéntica a la lipovitelina (VTL), se
padria explicar en dos formas; 1) Puede ser el resultado de la lisis del vitela y su postenor
liberacién hacia (a hemolinfa 2} Sintesis activa de una proteina especifica VTG = FSP)
fuera del ovario y su subsecuente liberacion a la hemalinfa, pasiblemente para facilitar su

incorporacion selectiva por los ovocitos.

Estas hipétesis variadas y evidencias alternativas de los diferentes sitios de
vitelogénesis en crustaceos no esta completamente esclarecida, mucho mernos aun la

comprension del cantrol endocrino y regulacion de la vitelogénesis en crustaceos (Woo-
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Khoo, 1988). No obstante que estos resultados sean aun ubjelo de contruversia parece
muy pasible vislumbrar una dualidad en las modalidades de elaboracién de la VTL, en
algunos crustaceos. En efecta, de acuerdo a Adiyodi (1885}, la proporcion de sintesis
enddgena/exdgena variaria segin la especie. De esta manera, algunos trabajos
realizados recientemente en algunos peneidos han conducido a resuiftados que han
llevado a reconsiderar estas interpretaciones indicando que los dos origenes son
pasibles, sin embargo, el principal lugar de sintesis seria el ovario (Yano y Chinzei, op
cit.; Fainzilber et al, 1989; Rankin et al,1989). Quackenbush (1989a), considera un
origen mixto del vitelo (tanto enddgenc como exdgeno), argumentando que diferentes
parfes de la molécula de la VTG serian sintetizadas en distintos drganos y
probablemente ensamblada en el hepatopancreas, para de ahi dirigirse al ovario. A
este proposito, se ha postulado que la coordinacion endocrina de la produccion de
vitelo a partir de la sintesis de proteinas en los diferentes tejidos, seria un mecanismo
para optimizar {a energia inverlida que se requiere para la produccion de un gran
numero de huevos (Quackenbush, op.cit)).

Por otra parte, hay evidencias en diferentes especies de crustaceos, que €l ovario
es el sitio exclusivo de sintesis de VTL y la presencia de VTG en la hemolinfa en
diversas especies debe ser explicado por otro mecanismo, donde se sefiale sobre la
sintesis extraovarica y la posterior liberacion del precursor de proteina vitelina (Lee et al.,
19986).

En la siguiente Tabla (4.2), se muestran los distintos sitias propuestos para la

sintesis de la VTG y VTL en diferentes especies de crustéceos.
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Tabla 4.2.- Sintesis de la VTL ¥ VTG, en diferentes especies de crustaceos

ESPECIE ORIGEN SINTESIS SINTESIS AUTOR ANO
DE VTL DE VTG
Penaeus mondon Ovario Cheny Chen 1994
Penaeus Ovario Fainzilber et 1892
semisuicatus al.
Penaeus mondon Qvario Cuinitio at al. 1990
. * Yanay
_Penag'us Ovario Chinzei 1987
japonicus
Fandalus kesslen Ovario ' Quinitio et al. 1989
Hepatopancreas
Callinectes Ovario ) Leey 1994
) . Watson
Sapigus pedunculo ocular
Callinectes Ovaria ) Leey 1995
) Watson
sSapidus
Caliinectes Qvarig Lee et al. 1996
sapidus
Carcinus maenas. Ovario F’Laa"ﬂ;'; y 1987
y Libinia hepatopancreas. |
emarginata
Armadillidiurm Ovarig Susuki et af, 1989
vulgare CUErpo grasg
Parapenaeus Extracovarico. ) Tom ot al. 1987 b
longirostris
i * Tsumura y 1989
Paiaeman Ovario Nakagawa.
poucidens

4.2 5.- Factares que influyen en la vitelogénesis de crustaceos

El desarrollo de la vitelogénesis secundaria e;1 crustaceos decapodos se
produce gracias a la integracidn de diversos factores extemos (temperatura,
fotaperiodo, salinidad y otros) y factores internos, esta integracion se realiza por medio
de los drganos de los sentidos, principalmente de los ojas, y por medio de un complejo
neurchormonal presente en el peddnculo ocular (Charniaux-Cotton, 1985).

4.2.5.1.- Factores externos (ambientales)

Existe una variedad de factares que repercuten en el control de la reproduccion

(maduracién ovarica) de los camarones peneidos, tal es caso de la temperatura,
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salinidad, fotoperiodo, sustrato, dieta, fase lunar , ablacion peduncular y tratamiento con
hormonas exogenas incorporadas a través de inyeccianes o de sus dietas (Chamberlain
y Gervais, 1984; Woo-Khoo, 1988). Por otra parte, Adiyodi y Subramoniam (1983, 1985).
mencionan que [os factores involucrados en la vitelogénesis de crustaceos, no solo son
fisico-quimicos y hormonales, sino también geneticos.

Aiken y Waddy (1980), sefialan que la temperatura y fotoperiodo son factores que
regulan la vitelogénesis secundaria en la langosta Homarus. En condiciones de
oscuridad constante se puede inducir la maduracion del avario en Orconectes vinlis sin
reabsorcion (Aiken, 1969). En Pachygrapsus marmeoratus, el incremento del fotoperiodo
(de 0-20 horas) indujo un cicle de maduracion mas rapido y reabsorcion de ovocitos en
hembras maduras e inmaduras y el descenso de fotoperiodo estabilizo la condicion
madura del ovario (Perryman, 1989).

En la langosta espinosa Panulirus argus existio una interaccion significativa entre
el fotoperiodo y la temperatura sobre la maduracion de las hembras, donde fotoperiodos
mayores y temperaturas mas altas tienen un efecto sobre la maduracion y desove
{Lipcius y Herrnkind, 18987).

Fauvel (1986), sefiala que la nutricion de los crustdceos tiene un papel importante
sobre la vitelogénesis secundaria, influyendo en el metabolismo de hormonas y la calidad
de vitelo. Ademas, menciona que la temperatura y la luz son otros factores importantes
en estos eventos fisiolégicos. En el caso del camardn Penaeus faponicus, |a temperatura
optima es de 26 a 32° C y es posible que con un incremento de luz asociado a
incrementos progresivos de temperatura, se propicie la maduracion y desove en
hembras ablacionadas de esta especie. Para el camardn Penaeus vamnamei, la
maduracion y desove puede ser frenadas por un ligero decremento de la temperatura.

Las hembras del acocil Orconectes limosus expuestas a condiciones de
temperatura de 10 a 12° C y oscuridad, acelero fa maduracidon ovérica (Dube y
Portelance, 1992). En otra especie de acocll (Procambarus clarkii), Daniels et al. (1994),
determinaron que los valores maximos del Indice Gonadosomatico fueron a un

fotoperiodo de 10horas-luz: 14 horas-oscuridad y a una temperatura de 27°C.

146



Quackenbush (1994), encontré una interaccion del fotoperiodo y temperatura, los
cuales regulan el proceso de biosintesis de vitelo en hembras de ia langosta americana

(Homarus amencanus).

4.2.5.2.- Factores internas

4.2.5.2.1.- Control Endocrino de la Muda y la Reproduccian

Los eventos de muda y reproduccidn en crustdceos decapodos y su respectivo
control hormanal, estan estrechamente relacionados (Aiken y Waddy, 1980). Estos
sistemas de control residen en gran parte en caomplejos neurosecretores presentes en el
sistema nervioso central (Nelson, no publicado). Este sistema neurocendécrina en
crustaceos consiste de glandulas endocrinas propiamente y estructuras neuroendocrinas
(las células neurosecretoras y organos neurohemales) (Fingerman, 1987). La mayor
parte del conocimiento de la influencia o mecanismos de control endocrino en crustaceos

derivan de estudios hechas en malacostracos {Adiyody, 1985; Fingerman, 1987).

Las estructuras endocrinas en crustaceos se pueden clasificar en los siguientes
tipos.
a) Complejo Organo X-Glanduia del Sinus
b) Organo Postcomisural
c) Organo Pericardio
dj Organo Y
e) Glandula Andrégena
f) Ovario

¢) Organos Mandibulares

a) Complejo Organo X-Glandula del Sinus

Este complejo es el mas importante centro de control neurcendocrino de los
crustaceos, sin embargo, en los crustaceos entomostracos este complejo esta ausente.
Este glandula fue por primera vez descrita por Hanstrom (1933), y se localiza en el
pedinculo ocular y presenta una extension fuera del cuerpo propio del pediunculo, que

consta de la lamina ganglionaris, medulla externa, medulla interna y medulla terminalis.
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Es un hecho que la glandula del seno no produce las hormonas que contiene, debido a
queé €s un organo neurchemal que almacena y libera estas neurohormanas. Esta
glandula esta constituida por axones terminales y la mayoria de estos pertenecen o
provienen de los cuerpos celulares que descansan en una porcion de la Medulla
Termminalis conocida como érgano X, que es el centro productor de hormonas
(Fingerman, 1987, Woo-Khoo, 1988). Esta glandula afecta el proces¢ de reproduccion
al liberar a la hommona inhibidora de la vitelogénesis (VIH), que inhibe tanto el proceso
de la captacion de la VTG como su sintesis (Charniaux-Cotton, 1985).

b} Organo Postcomisural y ¢) Organa Pericardio
Hay érganos neurohormenales adicionales, el drgano Postcomisural (PCQO) y el
érgano Pericardio (PO). El PCO es una conjuncidn de axones terminales de nervios, su

papel es almacenar y liberar hormonas que controlan la coloracion (Fingerman, 1987).

d) Organo Y

Es una glandula epitelial no neural, esta fue descrita para 58 especies de
malacostracos. Se localiza en el segmento maxilar del cuerpo y es sitio de produccion de
la hormona de la muda. Al parecer las células del érgano Y absorbe colesterol de la
hemolinfa y convierten este en la hormona de la muda a medida que sea necesario
(Fingerman, 1987).

g) Glandula Androgena

Esta glandula esta presente solo en los machos y al parecer es exclusiva de los
malacostracos, su posicion es subterminaf en ia regidn eyaculatoria del vaso deferente.
Su funcion es la de secretar una hormona (6-Hidroxi-Fameci-Cetona) que interviene en la

diferenciacion y funcionamiento del sistema reproductor de machos (Fingerman, 1987).
f} Qvario

Bl ovario de isQpodos y anfipodos es el sitio de produccion de una o mas

hormonas que controlan la diferenciacion de los caracteres sexuales secundarios, esto
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similamente se presenta en los decapodos (Fingerman, 1987). Par otra parte, durante la
durante la foliculogénesis secundaria, se ha postulado que las células foliculares
pueden ser endocrinas, secretando la hormona ovarica estimuladora de la
vitelogénesis (VSOH) (Charniaux-Cotton, 1985).

g) Organos Mandibulares

Es un enigma, el posible origen endocrino de los érganos mandibulares, se
presentan cerca del Organo Y, y ha sido incluso mal identificado y confundido con este.
Su papel esta relacicnada con la muda yfo reproduccicn, ya que sus celulas cambian en
apariencia a nivel de ultraesiructura durante la vitelogénesis y en algunas especies
tambhién durante el ciclo de muda (Acto et al., 1974, Taketomi y Kawano, 1985). Hasta
hace poco se descubrid en cinco especies de decapodos, como en Libinia emarginata, 1a
produccion de Metil Farnesoato, que se puede convertir en hormona juvenii (J-lli y Acide
Famesoico) (hormona bien definida en insectos); este compuesto es altamente lipofilico,
y al parecer su papel endocrino, esta vinculado can aspectos de reproduccion y su
goncentracion €s seis veces mas alta en hembras vitelogénicas que en hembras no
vitelogénicas y juveniles {Borst et al., 1985; Laufer et al., 1987: Woo-Khoo, 1988). En
langostas ablacionadas, los niveles de esta honmona se incrementa hasta 30 ng/ml
(Tsukimura y Borst, 1992).

4.2.5.2.2.- Hormonas involucradas en el proceso de fa Muda

E! aislamiento y caracteristicas de Jas hormonas peptidicas del pedinculo ocular,
que regulan la muda y el desarrollo gonadal, han sido ampliamente estudiadas para
algunos decapodos (Adiyodi, 1985; Fingerman, 1987).

El terminc de muda es usado para referirse al proceso entero del ciclo de muda.
Al ocurrir la exuviacion hay un natotio incremento en talla debido a la absorcion de agua
y la formacion y endurecimiento del nuevo exoesqueleto, este termino de muda es
sinonimo con el de ecdisis (Fingerman, 1987). El ciclo total de muda se divide en cinco
principales estados, con algunos subestados que fue propuesto onginalmente por Orach

{1839) ¥ ha sufrido diversas modificaciones entre los diferentes grupos de decapodos.
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Estos estados son reconocidos por letras (A-E); el estado A empieza después de la
propia ecdisis, en este ya existe la nueva epicuticula y la exocuticula. El estado B,
empieza pocos dias despues, duranie esle empieza [a sintesis de la endocuticula que
continia hasta Cy y Cy; con la formacién de la capa membranosa se considera el
subestado C3; para que posteriarmente el animal pase a la anaecdisis (C4). La duracion
de la anaecdisis es tan largo como un afio. En la proecdisis (Dg-D4), la vigja cuticula
empieza a ser degradada hasta en un 75%, ademas el calcio y pigmentos como
astaxantinas son almacenados en los gastrolitos y en la hemolinfa, respectivamente. La
nueva epicuticula y exocuticula son sintetizadas y la exuviacion ocumre en €l estado E
(Skinner, 1985).

Los factores hormonales que controlan el ciclo de muda, corresponden a la
hormona de la Muda (8-Ecdisona) y la Hormona Inhibidora de la Muda (MIH), esta ultima
es producida en el complejo Organc X-Glandula del Sena (Skinner, 1988; Fingerman,
1987). La MIH es un neuropeptidc y los esfuerzos por purificarla, la han realizado
Quackenbush (1985) y Chang (1985), Ei peso molecular estimado para la MIH esta entre
los 1,000 y 5,000 Daltons (Freeman y Bartell, 1976).

LLa accion de la MIH fue onginalmente considerada como un factor en la inhibicion
de la B-ECD producida por el Organo Y, sin embargo, hay evidencias que actia
antagdnicamente con la B-ECD, en ceélulas periféricas (epidermales), por lo que regulan
la respuesta de la B-ECD (Fingerman, 1987). La liberacian de la MIH esta regulada par
un neurotransmisor, S-Hidroxitriptamina (5-HT).

Las hormonas de la muda son ecdisteroides, que son sintetizados a partir del
colestercl en el Organo Y y posteriormente liberadas a la hemolinfa. El Organa Y
produce una alfa-ecdisona (Ecdisona, esteroide Palihidroxilada), la cual es convertida
perifericamente (en otros téjidos) a 20-Hidroxiecdisona (Beta Ecdisona, Ecdisterona)
(Skinner, 1985; Fingerman, 1987). Evidencias de que el QOrgano Y es el [ugar de
produccian de la ecdisona y el papeil de la 20-OH-ecdisona en e) control de la muda se
han acumulado por diversos estudios, estos han incluido, la estimulacion de la muda
precoz por tratamientos de animalaes anacecdisiales con ecdisteroides, medicion del

ingremento de los titulos de los ecdisteroides en la hemolinfa en animales proecdisiales,
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secrecion de la ecdisona por el Organo Y in vitro (Chang y O'Connor, 1977; Skinner,
19885).

La cantidad de ecdistercides circulantes parece ser variable entre los crustaceos,
por ¢jemplo, los cangrejos liberan mucho menos ecdisterona que las langostas
homaridas, estas diferencias pueden ser debidas a las técnicas de medicion o la
diferencia entre las especies. Se han encontrado ecdisteraides en otros tejidos, ademas
del Organo Y, pero su funcionamiento es desconocido (Hopkins, 1983; Chang, 1984,
1985 en Quackenbush, 1986).

Los ecdistercides de algunos insectos contralan la vitelogeénesis, lo anterior
supone que estos compuestos regulan algunos aspectos de la reproduccion de
crustaceos, ya que han sido encontradas en gdnadas de algunas especies (Adiyodi y
Subramoniam, 1983).

Hay registras que en adicion de ta MIH y la B-ECD, hay otra harmona invalucrada
en el proceso de muda, denominada hormona aceferadora de la muda (MAH), que
posiblemente sea producida en el peddnculo ocular, cerebro 0 ganglio toracico (Nelson,

no publicadQ) y posiblemente estimuia la produccidn de ecdisteroides par el Organo Y.

4.2.5.2.3.- Hormonas involucradas en la Reproduccion
El control endocrinc de la reproduccion ha sidu investigado en una amplia
variedad de crustaceos, particularmente los isépodas y anfipodos han recibido una
considerable atencién. Las neurohommonas también como las harmonas son el producto
de glandulas endocrinas (Fingerman, 1987).
Adiyody y Adiyodi (1970), mencionan que seis hormonas estan involucradas en
aspectos de la reproduccion de crustdceos decapodos, que a continuacion se senalan:
MIH (Hormona inhibidora de la muda)
B-ECD (Hormona de {a muda)
GIH (Hormona inhibidora de la génada)
GSH (Hormona estimuladora de la ganada) .
AH (Homona androgena)

FH (Hormona de ta hembra?)
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Posteriormente, Junera et al. {1977), incluya en esta lista a la VSOH (Hormona

ovarica estimuladora de a vitelogénesis).

B-ECD (Hormona de la muda)

En anfipodos e isépodos, los ecdisteraides parecen tener un papel reproductivo,
en adicion a la muda, evento necesario para la sintesis de vitelogénina (Meusy ef al.,
1977; Blanchet-Tournier, 1982). En anfipodos, bajos titulos de 20-OHecdisona es
requerida para la vitelogénesis (Chamiaux-Cotton, 1985). Por otra parte, en Orchestia
gammareffa las inyecciones exdgenas de ecdisteroides acortan o prolongan el ciclo de
muda, cuando la vitelogénesis esta ocurmendo y altos titulos de ECD en la premuda
tardia evitan la foliculogenesis secundaria y la sintesis de la VTG por el cuerpo graso

{Nelson, no publicado).

GIH (Hormona inhibidora de la goénada)

Es una neurohormona gue se origina en el complejo Organo X-Glandula del
Sinus, es un neuropéptido con pesos moleculares de 2,000 (Bomirski &t al., 1981), 5,000
(Quackenbush y Herrkind, 1983) y 7,000 Daltons (Fauvel, 1986), y pertenece a la
familia de los neuropeptidos que incluye a la MIH y dos isoformas de las hormona
hiperglicémica y ta CCH (Aguilar et &, 1992).

La GIH esta involucrada en el descanso genital, porque inhibe la vitelogénesis
secuﬁdaria {Charniaux-Cotton, 1978, 1980) y previene la toma de vitelogenina por los
ovocitos a través de una competencia de "enlace" ¢on los receptores de membrana, 10s
cudles reconocen y capturan |as moléculas antes de la internalizacion (toma activa)
(Jugan y Soyez, 18985). La liberacion de la VSOH puede ser confrolada por Ja GIH
(Fauvel, 1986).

La GIH y la GSH ocurren en ambos sexos, y la primera esta presente tanto en
hembras inmaduras como maduras. Algunos estudios sobre la identificacidn y
caracterizacion de esta harmona fueron realizados por Bomirski et al., (1981), Charniaux-
Coftton (1985) y Aguilar ef al., (1992).

GSH (Hormona estimuladora de la gonada)
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La GSH es una neurohormona producida en el protocerebro y ganglio toracico
(Fauvel, 1986; Fingerman, 1987). La accidn de la GSH podria ser doble: 1).- estimulacion
directa al ovario y 2).- la inhibicién de la GIH (Adiyodi, 1985); ademas, suprime la entrada
del animal a la premuda (Aiken y Waddy, 1980). La cantidad de esta hormona esta
relacionada con el estado reproductivo, siendo mayor su concentracion en fases
reproductivas.

VSOH (Hormona ovérica estimuladora de la vitelogénesis)

Los estudios con el anfipoda Orchestia gammarella realizados por Junera et al,
(1977), concluyen que el ovario produce un factor que estimula la sintesis de
vitelogenina. El tejido folicular secundario del ovario, se le atribuye la funcién endocrina y
secretora de la VSOH (Charniaux-Cotton, 1985). La sintesis de VSOH es suprimida por
la GIH y promovida por [a GSH, sin embargo, esto es especuiativo (Alken y Waddy,
1980).

4.2.5.2.4.- Control Hormonal

La vitelogénesis secundaria se encuentra bajo el control de factores externos
(temperatura, luz, salinidad, pH, efc.), que son integrados por e! sistema nervioso
central y que a su vez regulan la maduracién por medio de un balance hormonal
(Figura 4.1). Este equilibrio se debg, por una parte a dos hormonas que favorecen la
sintesis de la VTG: una de origen nervioso, la VSH (Vitellogenesis Stimulating
Hormone) y otra que proviene de los ovarigs, sintetizada por las celulas faliculares, la
VSCOH (Vitellogenesis Stimulating Ovanian Hormone) que actuaria de la misma manera

que los estrégenos en los vertebrados para estimular la sintesis de la VTG.

Por otra parte, una regulacion negativa es egjercida por medio de una hormona
de origen peduncular, inhibidora de la vitelogénenesis secundara, la VIH
(Vitellogenesis inhibiting Hormaone). Por Gltimo, una serie de hormonas esteroidicas,

sesquiterpenoides, (metil fernezoata, acido farmezoico, hormona juvenil) y de péptidas
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(-Moulting Inhibiting Hormone-MIH) parecen participar en los procesos de induccion, de
inhibicion, y de mantenimiento de la vitelogénesis (Mendoza, 1992).

La muda es inducida solo cuando los niveles de MIH y VSH son bajos en la
hemolinfa y altes en MH (-Moulfing Hormone-) que actia directamente desde el
organo-Y, situado cerca de las mandibulas y VIH. Esto se explica por que la MIH, de
origen peduncular, (a cual inhibe a ia MH mientras que la VIH suprime (a accion de la
VSH Esta interaccion hormonal adquieren mayor importancia en Ja reproduccion
debido al antagonisma existente entre el crecimiento somatico (en el cual depende de

la muda) y la vitelogénesis.

En el caso particular de la VIH, esta hormona ha sido caracterizada como un
neuropéptido sintetizado por el drgano X- glandula del sinus (Fainzilber et al, 1992).
Dicha hormona es |a responsable del reposo genital, ya que inhibe |a vitelogénesis
secundaria (Charniaux-Cotton, 1978}, previendo la captacién de vitelogenina por los
ovocitos a través de una competencia de “enlace” con los receptores de membrana, los
cudles reconocen y capturan las moléculas de VIH antes de la internalizacion (toma
activa) de la VTG (Jugan y Soyez, 1985). Se ha postulado que esto es debido a que la
VIH tiene mayor afinidad que la VTG misma por los receptores de esta Ultima y
posiblemente intervenga igualmente, impidiende la accion de las hormonas
estimuladoras de la vitelogénesis (VSH, VSOH), (Meusy, 1980; Fauvel, 1986).
Finalmente, se ha demostrado la inhibicion in vitro de la sintesis de proteinas
precipitables por anticuerpos contra una subunidad de VTL y VTG (Lee y Watson,
1994).

En lo que concierne a la VSH, se trata de una neurohormona producida en €|
protocerebro y ganglio toracico (Fauvel, 19386; Fingerman, 1987), cuya accidn podria
ser doble: 1).- estimulando directamente al ovario y 2).- contrarrestando la accion de la
VIH {Adiyodi, 1985). Adicionalmente, puede intervenir suprimiendo la entrada del
animal a la premuda (Aiken y Waddy, 1980). La cantidad de esta hormona esla

relacionada con el estado reproductiva, siendo mayer su concentracion en las fases
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avanzadas de la vitelogénesis. Por otra parte la VSH, se estimularia a la VSOH, siendo

esta de origen ovarico, la cual propiciaria directamente la sintesis de la VTG (Atken y

Waddy, 1980).
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Figura 4.1. Diagrama esquematica del control hormonal (Tomado de
Mendoza, 1992).
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4.2.5.3.- Ablacion Pedancular

Existen vanos métodos para inducir la maduracion ovocitaria y desove en
camarones, que podrian también ser referidos para otros decapodos, come es la
manipulacion ambiental, nutricion, tratamiento con hormonas exdgenas a través de
inyecciones o inclusiones en la dieta y la ablacién pediancular (Woo-Khao, 1988). Todas
estas t€cnicas relacionadas a la produccidn tecnologica de crustaceos.

Es ampliamente conocido que la abiacion peduncuiar en crustaceos decapodos,
elimina parte del sistema neuroendocrino que produce las neurchormonas como la MIH y
VIH, esta técnica favorece el proceso de muda, la biosintesis del vitelo, en casi todas las
especies de crustaceos (Quackenbush, 1986) y la maduracion ovarica (Koo-Whoo,
1988).

El efecto de la ablacion peddancular es dependiente de la especie y estado de
muda. Asi, cuando la extirpacion del pedunculo ocular se realiza durante la etapa de
premuda inicia subitamente el proceso de muda, de aqui que, |a ablacion solo sea
efectiva después de |la exuviacion, pero es preferible que se realice durante la etapa de
intermuda. Los efectos no solo se reflejan en la muda, crecimiento y reproduccion, sino
ademas en la fasa cardiaca, metabolismo de proteinas y azucares, balance del agua y
pigmentacion {Aiken y Waddy, 1980).

En especies de decapodos coma Cangron crangon, Rhithropanopeus hamsii,
Penasus monodon y Panulirus argus, se ha observado el efecto de la ablacidn
peduncular sobre la maduracidn gonadal (Bomirski y Klek, 1974; Quackenbush y
Hermkind, 1981; Tan-Femmin, 1991).

4.2.6.- Técnicas y métodos utilizados en el estudio de la vitelogénesis

4.2.6.1.- Caracterizacidn y Purificacion

La frecuente utilizaciGn de diversas tecnicas de cromatagrafia y electroforesis se
ha llevado acabo para aislar y separar moléculas, medir su peso molecular, distinguir
diferentes aspectos de su estructura y evaluar la pureza de los compuestos aislados.

Asi, en estudios recientes se ha purificado y caracterizado la VTL en ovarios maduros
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de distintos crustaceos, utilizando diversas técnicas bioquimicas como la filtracion en
gel, intercambio de iones, electroforesis en gel de poliacrilamida, agarosa e
Inmunoelectrofaresis. Se han obtenido como resultado moléculas nativas y
subunidades de polipéptidos de alto peso melecular variando segun la especie (c.1.
Figura 4.1). Un patron comun dentro de estas investigaciones es que la purificacion de
la VTIL y VTG se ha basado en la de sus constituyentes principales: lipidos,

carbohidratos y carotenoides, como se menciond anteriormente.
4.2.6.2.-Cromatografia

La separacion por cromatografia se basa en las fuerzas competitivas de dos
fases, una fija o estacionaria que consta de diminutas particulas esfericas de gel que
funcionan como cribas mcleculares; y otra continuamente renovada @ movil, que se
eslablece por las moléculas de un soluto. El fundamento para la filtracion en gel se
basa en la mayor o mencor posibilidad de penetrar las moléculas en los poros de las
particulas de relleng, Segun su tamario, se introducirdn en |os poros; cuanto menores
sean, mas profundamente entraran y mas tardaran en ser eluidas de la columna,

permitiendo asi la separacion de maleculas en funcidn de su masa molecular.
4.2.6.3.- Electroforesis

La electroforesis en gel de paliacrilamida (PAGE), es un metodo analitico, de
altc poder resolutivo que combina la migracion en un campo eléctrico y el tamizado
molecular a través del gel de corrida, siendo una poderosa herramienta para efectuar
separaciones, aislamientos, evaluaciones de pureza y cuaniificaciones del peso
malecular. Las vemtajas de la PAGE son su facilidad y rapidez de operacion, la alta
precision de sus detecciones, €l hecho de que no se dafien sustancias tan delicadas
como las proteinas y los acidos nhucleicos, y sobre todo el hecho de que se logre

separar los componentes individuales de mezclas complejas.
4.2.6.4.- Ultracentrifugacion

La ultracentrifugacion permite el aislamiento y la caracterizacidon de las

proteinas. La aplicacion de la fuerza centrifuga a las moléculas en solucién les permite
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una velocidad de sedimentacion que permite separar las proteinas dependiendo de su

tamano, masa y densidad relativa al solvente.

Tabla 4.3.- Técnicas empleadas para la purificacién y caracterizacién de la VIL ¥ Ja VTG en
diferentes especies de crusticeos,

ESPECIE TECNICAS DE RESULTADO AUTOR ANO
PURIFICACION Y
CARACTERIZACION
Extraccian y -
Penaeus mondon Cromatagrafia _ Caracterizacién de Ia Quinitio etal. | 1990
(nmunoelectroforesis .
viteling,
Cromatografia PAGE Purificacian y
Penaeus mondon Inmuncelectroforesis. extraccion de vitelina Chang et al, ;993
Penaeus chinensis PAGE. Electroelucian. Purificacion Changy Jeng | 1995
Penapus chinensis Cromateografla Purif!cac@n y Chang et al 1996
(SDS)-PAGE Caracterizacion de la b
vitelina.
Extraccién y Chen y Chen
Penagus mondon PAGE Caraclerizacion de 1993
Inmunoelectrofaresis vitelina.
. Ultracentrifugacion Purificacion y
Penaeus vannamei Filtracian en gel Determinacién defa | Mendoza o€ [ 1993
Cromatografia de VTG y VTL. at.
intercambio ionico
Penaeus japonicus Electrafaresis  (SDS)- 2 Polipeptidos de la Yano y Chinzei 1987
PAGE. vitelogenina.
Cromatografia Purificacion y
ﬁa;aﬁfna;ﬁus (intercambio idnico) Caracterizacidn de Tom et ai, ;987
OngIrostns Electroforesis vitelina.
discontinua
Inmunoelectroforesis
Cromatagrafia (DEAE- Material
ﬁamp_e”‘f”s Sephacel) PAGE inmunolgicamente Tom et al, 2’937
ongirosiris Inmunoelectroforesis similar a la vitelina del
inmunoflucrescencia tejido adiposo,
subepidermal,
hemalinfa y en
globulos del vitelg de
los ovocitos.
. PAGE 4 formasde VL y 4 Suzuki
Armandillidium iInmunoeiectroforasis formas de VTG 1987
vulgare
. Cromatogratia Identificacion y -
Panaalus kesslen Inmunoglectroforesis Caracterizacion de la Quinitio et af., 1 1989
vitelina.
. Filtracion en gel (DEAE- Purificacién y
Mamb’;fg’".‘;m Sephacel) HPLC Caracterizacionen | CNe@ng etal, ;993
rosenvergs (Cromatografia liquida de tres vitelinas
alta resolucion) PAGE
Macrobanchium Cromatografla (columna, Purificacion y Leey Chang 1997
rosenbergii DEAE, hidroxylapatite), Caracterizacion de

SDS-PAGE, ELISA,

vitelina.
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Western-blotting.

Callinectes sapidus

Electroforesis en ge! de
paliacrilamida

Cuatro subunidades
de vitelina

Lee y Watson

Potamon potamios

Cromatografia, SDS-
PAGE, Western blotting

Identificacitn,
Determinacion y
Purificacion de Vn y
Vg.

Pateraki y
Stratakis.

Feriplaneta americana

Cromatografia de
intercambia de iones
PAGE, Filtracion en gel
(DEAE-Sephadex y
Sepharose)

Purificacion y
Caracterizacion de 1a
vitelina

Kimy Lee
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4.3.- METODOLOGIA
4.3.1.- Caracterizacion y Purificacién de la VTG y VTL

En la siguiente figura (4.2) se presenta el disefic experimental utilizado para la

caracterizacion y purificacion de VTL y VTG.

PURIFICACION DE LA VTG Y DE VTL

HOMOGENIZACION EN BUFFFER
HEMBRAS DE = POOL DE OVARIOS DE FOSFATOS

Frovambars elardn

l_’ HEMOLINFA

l N GRADIENTE DE

SEPARACION DE
LIPOPROTEINAS
FILTRACION EN PD-10

HHADEX G-23)

INTERCAMBIO DE

FILTRACION EN PD-10 z IQNES I
(SEPHADEX (-25) (DEAE-SEPHACEL)
Trns-HCI,

CI1M

FILTRACION EN GEL
(SEPHACRY

CONCENTRACION POR
ULTRAFILTRACION

(10,000 NMWL |

4.2.- Diagrama de flujo para la purificacion de VTG y VTL
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4.3.1.1.-Obtencion de hemolinfa

Para la extraccion de la hemolinfa se utiizd una jeringa de 1 ml,, previamente
enjuagada con oxalato de potasio al 5%, para evitar la coaguiacion de la misma. Las
punciones se realizaron en la cara ventral del primer segmento abdominal. Las
muestras se centrifugaron a 15,000 r.p.m. durante 15 min. a 4°C, separando el plasma
de las células sanguineas. Todas las muestras fueron mantenidas en congelacion a -

20°C, para ser utilizadas en (a purificacion y caracterizacion de fa VTG.
4.3.1.2.- Preparacion del extracto de avario

Para la purficacian y caracterizacion de la VIL se utilizaron gdnadas de
hembras en estadio IV, el cual fue confirmado por medio del IGS y cortes histologicos.
Por otra parte, se realizaron extractos de génadas de hembras impuberes (estadio [) y

de machos, para ser utilizadas como controles negativos,

Las gonadas (10.2 g) se homogenizaran en un Potter-Elvejem con un buffer de
fosfatos 50mM pH 7.2 (8 ml} conteniendo Fluoruro de feniimetilsulfonil (PMSF) 0.5 mM
(5 yul) a4°C. (Mendoza et al,1993). Posteriormente el homogenizado se centrifugd a
10,000 r.p.m. durante 15 min. a la misma temperatura para eliminar los residuos
solidos, y el sobrenadante fue utilizado para la purificacion (Tom st al,, 1992; Riley y
Tsukimura, 1998).

4.3.1.3.- Ultracentrifugacion

Se ultracentrifugaron las extractos de ovario a 120,000 g durante 24 ha 4°C, en
un gradiente de densidad a base de Bromuro de Potasio (KBr p=1.33g/ml) (Mendoza et
al, 1993; Yepiz-Plascencia et al., 1995).

d) Precipitacion

Tanto la hemalinfa como los extractos de ovario (5 ml) se precipitaron con una
solucion de EDTA 20mM, pH 7.7 (20 ml). Postetiormente, se adiciond MgCi; 0.5M (1.6
ml), y se mezclaron por inversion, El precipitado resultante se centrifugé a 2,500 g
durante 15 min. El sobrenadante fue desechado, y el pellet fue redisuelto con un buffer
TRIS-C1 50mM, NaCl 1M pH 7.6 (3 mi) (Wiley et a/., 1979),
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lgualmente se probdé un protocolo alernativo consistents en disolver la
hemolinfa y los extractos de ovario en un buffer TRIS-C! 50mM, NaCl 1M pH 7.5 (3 ml),
con Fluoruro de fenimetilsulfonil (PMSF) 3 mM. Posteriormente se precipité por la

adicién de una solucion saturada de (NH4)2 SOy . (De Viaming et al., 1980).
4.3.1.4.- Filtracion en gel

Para la filtracion en gel e inftercambio de iones se utilizd un cromatdgrafo modelo
Gradi Frac (PHARMACIA BIQTECH). Las muestras fueron inyectadas en una columna
(XK/26) de 51 cm de aftura con 270 ml. de SEPHACRYL-300 HR (PHARMACIA
BICTECH), a un flujo de 1 ml./min. (Mendoza et al., 1993)

La columna se empacd con buffer de fosfato 0.1M pH 7.2, iniciando con un flujo
de 4 mi/min durante 2 h, para pasteriormente incrementario a 6 mmin. durante 1h. El
ciuente se manitored a 280 nm. Fara la calibracion de la columna se ulilizaron las
siguientes moléculas de referencia: anhidrasa carbdnica (29,000 Da), albumina (66,000
Da), alcohol deshidrogenasa (150,000 Da), p-amilasa (200,000 Da), apoferritina
(443,000 Da), tiroglobulina (669,000 Da) y azul dextran (2,000,00 Da) (MW-GF-1000
KIT, SIGMA). Las fracciones de extraclo de ovario obtenidas fueron incubadas con
Negra Sudan y se registré la absorbancia a 466nm.

4.3.1.5.- Cromatogratia de Intercambio lonico

Por medio de la filtracion en gel mencionada gn &l inciso d) se obtuvo un pico
proteico, el cual fue introducido a una columna (XK/16) de 20 cm de alto con 41 mi. de
DEAE-Sephacel (SIGMA), equilibrada con buffer TRIS HCI 50 mM pH 8, a un flujo de
1mimin. (Mendoza, 1992). Para la elucion de las moleculas retenidas se utilizd un
gradiente linear de 0 - 50 % de KCI.

4.3.1.6.- Determinacion de Lipidas

Los lipidos presentes en el ovario y la hemolinfa se determinaran por medio de
la técnica de Negro Sudan B, la cual cansiste en incubar 250 ul. de muestra, con 250 ul

de Negro Sudan en tubos eppendorf incubados a 37 °C durante 20 h en obscuridad.
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Posteriormente, se centrifugaron a 10,000 r.p.m. durante 15 min. (Allen y Budowile,
1994).

4.3.1.7.- Determinacion de carotenoides

Para determinar la flongitud de onda de mayor absorbancia para los
carotenoides presentes en la VTG y VTL se realizd un barrido del extracto de ovario en
el espectrofotometro (SPECTRONIC GENESIS 2) a longitudes de onda entre 300 y
700 nm. Posteriormente, se utilizd esta longitud de onda (466 nm), para identificar las
fracciones con carotenoides obtenidas en las diferentes muestras obtenidas por

cromatografia,
4.3.1.8.- Determinacién de Proteinas

La concentracion de proteinas presentes en el ovario y hemolinfa se determiné
mediante de |la técnica descrita por Bradford (1978). Las muestras se leyeron a 595 nm
en un espectrafotometro (SPECTRONIC GENESIS 2). Se utilizd BSA coma proteina

de referencia a partir de una solucidn de 1 mg/ml.
4.3.1.9.- Concentracion de Proteina

Despues de la cromatografia de intercambio idnico la fraccién fue desalada en
una columna PD-10 (SEPHADEX G-25, PHARMACIA) {Mendoza, 1992). Finalmente,
la proteina fue concentrada por medio de ultrafiltracion en una membrana de celulosa
(unidad de centrifugacion por filtracion) de 10,000 NMWL a 4,000 r.p.m. durante 30
min. (Figura 4.2).

4.3.2- Determinacion del Pesa Malecular

Para la determinacion del peso molecular de la VTG y VTL, se realizd un
analisis de regresion considerandao el parametro de elucion Kay, y el logaritmo del peso

molecular de las proteinas estandar
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Donde X: Antilogaritmo del peso molecular
Y: Kav
A: Intercepto

B: Coeficiente de regresidn

3 Ve -Vo
Vi-Vo

Kav

donde Vg: Valumen muerto

Ve: Volumen de elucidn de la molécula

Vt: Volumen total de la ¢columna

Esta determinacion fue ajustada por medio de una regresion exponencial,

4.4.- RESULTADOS

4.4.1.- Caracterizacion y Purificacion de la VTG y VTL

4.4.1.1.- Ultracentrifugacion

utilizando los radios de Stokes de las moléculas, considerando que estos deben ser

utilizados al tratarse de proteinas no glabulares como ha sido reportado para la VTL y
VTG (Mendoza, 1992).
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La ultracentrifugacién de 7 ml. de extracto de ovario (Eov) permitié la obtencién
de 5 fases (Figura 4.3). Unicamente la fase EOv5 presentd una coloraciéon anaranjada.
Considerando la naturaleza caroteno-proteica de la VTL, se realizé un barrido en el
espectrofotdmetro a longitudes de onda de 300 a 700 nm, obteniéndose un pico de
absorbancia de 466nm para esta ultima fraccién (Figura 4.4).

EOvi

EOv2
EOv3

EOv4

EOvS

Figura 4.3.- Representacion de las fases obtenidas de la utracentrifugacion
(120,000 g X 24h) de extracto ovario maduro.
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TABLA PICOS ‘
LOT 4656.0 rm DATOS: 1.3%56

.s 2,400 1.358
g

P

3

<

I_I'llllfllllllll
JO00 ¥ Ls T} Ton &

Longitud de onda

Figura 4.4.- Barrido longitudes de onda de 300-700 nm de la fase EOvS,

observandose un pico a una absorbancia de 466nm.
Se determing la concentracion de prateina de las fases resultantes a partir de la

ultracentrifugacion, obteniéndose la mayor concentracién (0.301 mg/ml) en la fase
EQVS (Figura 4.5).
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Figura 4.5.- Concentracién de proteina en las fases de la centrifugacién de ovario

maduro.

4.4.1.2- Filtracion en gel

En la Figura 4.6, se muestra el cromatograma de extractos de ovario no
centrifugado (EOvNC) filtrado, en la que se pueden apreciar dos picos principales de
proteinas detectados a 280 nm. El primer pico proteico comprendido entre las
fracciones 25 a 36 presenté valores similares a los registrados a 466 nm, indicando
que la proteina obtenida estaba asociada a carotenoides.

Por otra parie, se comprobé la naturaleza lipoproteica de las fracciones 26 a 33
mediante la técnica de Negro Sudan B (Figura 4.6).

Al mismo tiempo, se pudo observar que los espectros de elucién de la fracciéon
proteica del EOv5 y de la hemolinfa de hembra madura, coincidian, sin embargo la
fraccion proteica correspondiente al EOvS presentd una menor concentracion (Figura
47).
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Figura 4.6.- Fracciones proteicas del extracto de ovario maduro a 280nm (azul)
después de filtracion en Sephacryl 300, absorbancia a 466nm (rojo) y reaccion

positiva de las fracciones con Negro Sudan (»).

Un aspecto interesante es que estas fracciones proteicas no se encontraron en
los extractos de ovario de hembras imptberes (Ecimp.} ni en los extractos de testiculo
(Etest.) (Figura 4.8), indicando que esta molécula Unicamente $se presenta en los
ovarios y la hemolinfa de hembras maduras.
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Figura 4.8.- Fracciones de extractos de ovario maduro (azul), ovario impuber

{rojo) y extracta de testiculo (verde) en Sephacryl 300.
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4.4.1.3.- intercambio de lones

El pool de las fracciones de ovarig maduro con caracteristicas
lipocarotenoproteicas (EOvS) fue sometido a cromatografia de filtracion de intercambio
de iones utilizando un gradiente de KCl de 0-50% (Figura 4.9) fo que permitid obtener
un pico simétrico a nivel de las fracciones 24-32, indicando que se trataba de la

proteina mayoritaria.

Gradiente de elucion

Fracciones

Figura 4.9.- Fracciones de pool de ovario maduro (EOv5) después de someterlos
a cromatografia de intercambio ionico (DEAE-Sephacel) (-). Gradiente lineal de
1M en buffer TRIS-HCL a un flujo de 1 mifmin.

171



4.4.2- Determinacion del Peso Molecuiar

En base a la calibracion de la columna y mediante el analisis de regresion fineal

entre el factor de elucidon Kav y logaritmo de peso molecular, se logrd determinar un
peso molecular de 562,431 daltons para la VTL y de 594,259 daltons para la VTG

(Figura 4.10)

Los datos necesarios para el calculo del Kav de las proteinas se encuentran
detallados en la Tabla 4.4,

Tabla 4.4.- Valores utilizados en el analisis de regresion lineal.

MW Log. MW | Ve Ve-Vo Kav

Tiro globulina 669,000 |5.825 94.5 18.5 0.1076
Apoferritina 443,000 5.646 108 33 01319
B-Amilasa 200,000 5.301 122 46 0.2575
OH- 150,000 5176 132.5 56.5 0.3286
Deshidrogenasa

Albumina 66,000 4.819 162 76 0.4421
Anhidrasa 29,000 4 462 170 94 0.5468
Carbdnica

VTL 562,431 5.7585 100 24 0.1396
VTG 594,259 5.773 99 23 0.1340

*Vo=76 Vt=2479 VtVo=1719
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ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR
Kav = 1.9649+(-0.31T1)Log F. M)

¢.6 T N OWIACEONRE

4 45 ogmw § 58 6 f

L

Figura 4.10.- Estimacion del logaritmo del peso molecular de proteinas, mediante

el analisis de regresion lineal del Kav y LogMW.

Sin embargo, como ya se habia mencionado, al no ser estas moléculas
proteinas globulares fue necesario recurrir a un analisis de regresion lineal en el cual
se consideran los radios de stokes calculando los valores de 75.2 A° y de 76.6 AL para
la VTL y VTG respectivamente ( Figura 4.11 ). Los radios de stokes de las moléculas
de referencia del mismo kit de peso molecular fueron proporcionados por el servicio de
asistencia técnica de SIGMA .
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ESTIMACION DE LQOS RADIOS DE STOKES
Y Log ~ 03515 + 9.0076 RADVOS STOKES
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Figura 4.11.- Determinacion de los radios de stokes de la VTL y VTG.

Tomando en cuenta a los radios de stokes se realizé una nueva estimacién del
peso de la VTL y VTG, para lo cual se utilizo la regresion exponencial que se presenta

en la Figura 4.12. De esta forma, se obtuvieron los pesos moleculares de 512.6 kDa
parala VTL y de 521.8 kDa para la VTG.
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DETERMINACION DE PESO MOLECULAR
¥ = 26 976%xp( 0.002"x) teps
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Figura 4.12.- Determinacion de peso molecular de la VTIL y VTG mediante los

radios de stokes.
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4.5.-DISCUSION

4.5.1.- Purificacién de la VTG y VTL

Hasta el momento, se han utilizado diversos procedimientos para purificar la
VTG y la VTL de diferentes organismos acuaticos, destacando aquellos que implican
una etapa de separacion inicial basada en la precipitacion de estas moleculas por
medio del empleo de diversas sales (Wiley et al, 1978; De Viaming et al, 1980;
Norberg y Haux, 1988; Mendoza, 1987). Siendo el (NH, )z SO, y el MgCl; los mas
comunes para precipitar las proteinas, debido a su gran solubilidad en agua, lo que
permite alcanzar fuerzas idnicas muy elevadas. Estos procedimientos son importantes
para la separacion de mezclas de proteinas, ya que las diferentes prateinas varian en
su respuesta frente a la concentracidn de sales neutras. La ventaja de este
procedimiento es que las proteinas precipitadas por salado (“salting out”) retienen su
conformacion nativa y pueden disolverse de nuevo, normalmente sin experimentar
desnaturalizacidn (Lehninger, 1979).

No obstante, este tipo métodos aplicados a nuestro material no dieron
resultados satisfactorios por lo que fue necesario recurrir a una adaptacion del
protocalo.

Unas de las principales modificaciones consisti¢ en intercalar una etapa de
separacion inicial, con el fin de aumentar la eficacia del procedimiento. De esta
manera, se recurrio a la separacion por ultracentrifugacion como primera etapa. Esta
técnica reveld ser mejor que las utilizadas en experimentos clasicos, tales como las
precipitaciones por EDTA-MgCl; o par (NH,);804. La primera ha sido habitualmente
utilizada para purificar la VTG de vertebrados, incluyendo peces, asi como de algunos
crustaceos (Wiley ef al, 1978, De Viaming ef al, 1980; Norberg y Haux, 1988;
Mendoza, 1987). Mientras que la segunda en un procedimientg comun para separar y
concentrar practicamente cualquier proteina en solucién (Jason y Rydén, 1989).

Existen al menos dos hipotesis para explicar que el fendomeno de
desnaturalizacion reversible en presencia de EDTA-MgClz, no haya dado resultados

satisfactorios con nuestro material
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a) Pareceria que, las cargas en la superficie de la proteina, que estan
implicadas en la precipitacion, estan ligadas a la presencia de los grupos fosfatos, y en
el caso de la VTG de los crustaceos existe una minima cantidad de grupos fosfatos
debido a la baja cantidad de serina presente en la molécula (Quinitio ot al, 1990),
contrariamente a la abundante presencia de estos grupos en la VTG de peces
{Campbell y Idler, 1980; Nath y Sundararaj, 1981; Norberg y Haux, 1988).

b) Ademas, este tipo de precipitacion suele ser particularmente eficaz cuando se
presentan concentraciones elevadas de la VTG comao en e caso de salmdnidos,
contrariamente a |0 que sucede en el caso del goldfish (Norberg y Haux, 1988), En este
sentido cabe sefialar que, las concentraciones de VTG registrada en diferentes
crustaceos san relativamente bajas (Derelle et al, 1986; Mendoza y Fauvel, 1989;
Quackenbusch, 1989a).

Con respecto a la precipitacién por el sulfato de amonio, a pesar de ser de
amplia utihizacion y presentar la ventaja de poder conservar intacta la molécula de
VTG, esta técnica, no se retuvo en nuestro caso debido a problemas de
resolubilizacion encontrados.

Las otras modificaciones aportadas a la purificacion fueron la utilizacidon de una
columna por filtracidn en gel de gran tamafio (2.6 x 51 cm) para obtener una mejor
separacion, y la adaptacion de ciertas condiciones sefialadas por Wiley et &l {(1979)
para la etapa de intercambio 19nico, ya que los resultados obtenidos con otros buffers
(etanclamina, pH 9) y con el uso de otras sales (NaCl) ofrecieron resuitados pocos
resolutivos con nuestro material.

Hasta el momento, diversos autores han punficado la VIL y la VIG de
crustaceos por una combinacidon de cromatografia de exclusidn molecular y de
ntercambio de iones (Saiag et al.,, 1979, Tom ef al., 1987 a; Andrieux y Freshville,
1992}. La cromatografia se ha seleccionado ya que cofrece la ventaja de disponer de la
molécula en fase liquida, lo que permite continuar con su ulterior purificacidn por medio
de diferentes tecnicas (cromatografia de afinidad, cromaloenfoque, electroforesis, etc.).
Entre los medios de filtracidn en gel que han producido mejores resultados para la al.,
1990; Tom et al, 1992; Chang et al., 1993 a y b; Chang ef al,, 1996; Pateraki y
purificacion de VTG y la VTL en crustaceos se encuentra la Shepharosa CL (Quinitio ot
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Stratakis, 1997). Sin embargo, el Sephacryl, un medio que presenta caracteristicas
simitares a la Shepharosa, presenta una mejor estabilidad quimica a diferentes
amartiguadores en un mayor rango de pH (Pharmacia Biotech, 1999) y soporta una
presidn mas elevada, lo cual permite procesar una mayor cantidad de muestras en un
menor tiempo. Este medio también ha sido utilizado exitosamente en la purificacién de
la VTG y VTL de Penaesus varnmamef (Mendoza, 1992), por la cual se decidi¢ utilizarlo
para la purificacion de la VTG y VTL del acocil rojo.

Es pertinente notar que el perfil de elucidn de las proteinas después de su paso
por cromatografia de intercambio de iones muestra que |a etapa de [a filtracidén en gel
no resultaba suficiente en si, ya que otras proteinas hemolinfaticas con un peso
maolecular equivalente eran eluidas al mismo tiempa que la VTG. Sin embargo, la carga
de 1a VTG a pH 8 permitid separarla. Este protocolo de purificacion permitid la
obtencion de una fraccion de VTG a partir de fa hemalinfa, y de VTL a partir del avario,
cuya pureza y las principales propiedades pudieron ser estudiadas. La pureza de la
VTG y VTL aisladas en el transcurso de este trabajo pudo ser demostrada en base a la
abtencion de un solo pico simétrico obtenido al finalizar el segundo paso a través de la
columna de intercambio de iones. Después de estas diferentes etapas, la pureza de la
VTG y la VTL resultd satisfactoria sobre todo después de las diferentes pruebas de

caracterizacion a las que fueron sometidas.

4.5.2.- Caracterizacion

Una parte esencial del estudio radico en la caracterizacion de estas moléculas.

4.5.2.1.- Evaluacién del peso molecular

Las proteinas purificadas se caracterizaron primeramente por su peso
molecular. Al evaluar los factores de elucion (Kav) de las fracciones consideradas
camo VTG y VTL, se encontré que estas presentaban un peso malecular de 584 kDa y
562 kDa respectivamente, los cuales se ajustaron mediante los radios de Sfokes de
estas moleculas, proporcionando una estimacion de la masa molecular real para
proteinas no globulares de: §21.8 kDa para la VTG y 512.6 kDa para la VTL. Como se
menciond anteriormente, estos elevados pesos moleculares son consecuencia de la
asociacion de las proteinas con lipidos, glucidos y grupo prostéticos carotencides
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originados durante la vitelogénesis {(Meusy, 1980). Es interesante notar que estos
valores resultan cercanocs al de 500 kDa determinados en el casa de la lipovitelina de
Procambarus sp., estimados mediante ultracentrifugacion en gradiente, reportado por
Fyffe y O'Connor (1974). Y ademas concuerdan con el rango de valores de aquellas
moléculas reportadas para otras especies de crustaceos decapodos, los cuales fueron
determinadas mediante electroforesis en poliacrilamida y en agarosa. A este respecto,
Lee et al., (1997) repontaron valores de 700 kDa para la VTG en Macrobrachium
rosenbergii; Tsumura y Nakagawa, 1989), reportaron un peso molecular de 800 kDa
para la VTL y 860 kDa para la VTG de Palaesmon paucidens; Chang y Jeng, (1995)
repartaron un valor de 276 kDa para la VIG de Penacus chinensis. Mientras que alros
autores han reportado pesos moleculares mas elevados, Chang et af, (1996)
reportaron dos moléculas de VTL para la misma especie con peso molecular de 330
kDa y 500 kDa; Pateraki y Stratakis, (1997) encontraron un valor de 551 kDa y 510 kDa
para la VTG y VTL de Potamon potamon respectivamente; Quinitio et al, (1990)
reportaron 540 kDa para la VTL de Penaeus monodon y Chang et al, (1993 a)
reportaron para la misma especie un peso molecular de 492 kDa para la VTL;
Mendoza, (1992) reporta un peso molecular de 575 kDa y §27 kDa para la VIG y VTL
de Penacus vannamei respectivamente; Quinitio ef al, (1989) reportaron un peso
molecular de 560 kDa para la VTL de Pandalus kessier.

Cabe agregar que la naturaleza estructural de la VTG y fa VTL observada en el
curso de la purificacion y los valores de los pesos moleculares registrados, s comun
para la mayor parte de los artrépodos. De este modo, ha sido sefialado que la VTL y
VTG en lepidopteros y ortdpteros tienen un peso molecular comprendido entre los 500
y 600 kDa (Wyal y Pan, 1974; Yamashita y Indirasith, 1988). De esta misma manera,
los peces la vitelogénina plasmatica (VTG) lo cual ha sido quimicamente definida como
una lipoglicofosfocarotenoproteina (Campbell y Idler, 1990, Ho, 1987; Hori ef al., 1979,
Nunez ef al, 1996) similar a las de otros vertebrados (Mommsen y Walsh, 1988),
presenta un rango de pesgs maoleculares que van de los 326 kDa a los 550 kDa
(Campbell y Idler, 1980; Nath y Sundararaj, 1981; Morberg y Haux, 1888). Esto parece
indicar que la naturaleza de la molécula esta altamente conservada, aun en los

vertebrados oviparos.
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Cabe senalar que, la técnica de estimacidn de la masa molecular por
cromatografia nos ha parecido mas apropiada, adn con las correcciones adaptadas
para las proteinas no globulares, que el método alternativo de SDS-PAGE. En efecto,
las estimaciones obtenidas par el tratamiento en SDS, conducen a una sobrestimacion
artificial de peso malecular, dado que el SUS solo se une a fa pare proteica de las
glicoproteinas por 10 que no actuan sobre los eventuales residuos glicosidicos, esto
resulta en una disminucidn de la movilidad de las glicoproteinas por lo cual parecen
tener una masa malecular aparentemente mas grande (Milleret, 1985). Par otra parte,
el gran numero de sub-unidades reportado para estas moléculas en diferentes
especies bajo condiciones desnaturalizantes es adn objeto de controversia. Asi, en el
caso particular de la VTG y VTL, dificilmente podiamos establecer un criterio de pureza
por SOS-PAGE, pues el nimera de sub-unidades es con frecuencia elevado -2-11- (Lui
y Q'Connor, 1977; Meusy y Junera, 1979; Zagalasky, 1985; Eastman-Reks y
Fingerman, 1985; Tom ef al, 1987 & Quinitic et al, 1989). Adicionalmente, la
constatacion del grado de pureza por esta técnica no parece satisfactoria puesto que
las proteinas san separadas en funcion de una combinacion de su carga y de su peso
molecular, sin embargo, la suma de estas propiedades no proporciona una medida
absoluta, considerando que una zona electroforetica puede cubrir proteinas con la
misma movilidad, pero con un peso molecular y cargas diferentes, y por consecuencia
pueden presentar propiedades inmunolégicas diferentes (Engelman, 1979; Clausen,
1988).

Un aspecto notable observado durante esta investigacion es que al igual que los
resultados cblenidos en el presente estudio, los resultados de otras investigaciones
indican que la VTG, presenta una masa molecular mas elevada en comparacion con la
VTL, (Junera et al, 1977, Picaud, 1978; Tsumura y Nakagawa, 1989; Mendoza et a/,
1993). La diferencia encontrada en los pesas moleculares de ambas moléculas no es
atribuible a una posible desnaturalizacién de estas en el transcurso de su purificacion,
considerando que ambas fueron purificadas por el mismo procedimiento y tomando |a
precaucion de trabajar siempre a bajas temperaturas y en presencia de inhibidores
enzimaticos (PMSF) para evitar cualquier tipo de degradacion. Esta ligera diferencia de

peso molecular indicaria que la VTG es efectivamente el precursor de la VTL, siendo
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sintetizada extraovaricamente y posteriormente transportada hacia el ovario a través de
la hemglinfa {(Suzuki, 1987; Tsumura y Nakagawa, 1989). Y una vez en el ovario seria
procesada enzimaticamente, como en el caso de otrgs organismas, lo cual explicaria la
menor masa molecular de la VTL después de ser internalizada (Campbell y Idler, 1980;
Nath y Sundararaja, 1981; Norbergh y Haux, 1988; Mendoza et al., 1993). En efecto
durante mucho tiempo se considerd que la transformacion de la VTG a VTL era un
fendmeno exclusivo de vertebrados, sin embargo un fendmeno similar a sido seftalado
en el caso de algunos insectos (Chino ef al, 1977; Chinzei et al., 1981), anélidos
(Porchet et al., 1989) y varios autores |o han sefialado en los crustaceos (Suzuki et al.,

1989; Tsumura y Nakagawa, 1989; Meusy y Junera, 1979).

Este aspecto ha sido reportado en otres estudios en los cuales dentro de un
sistema competitivo para llevar acabo el desplazamiento de la vitelogenina, se ha
requerido una cantidad mayaritaria de vitelina, lo que deja visualizar la eventualidad de
un reconocimiento parcial de esta proteina por el anticuerpo anti-VIG. Las deos
moléculas tendrian entonces conformaciones similares pero el anticuerpo estaria mas
adaptado a la vitelogenina La energia de enlace implicada en el complejo anticuerpo-
VTG seria entonces superior a la del complejo anticuerpo-VTL, de aqui un namero
mayor de moléculas VTL seria necesario para desplazar el enlace VTG-anticuerpo
(Bolton y Hunter, 1986). Otros casos similares han sido registrados en los peces, asi
par ejempla Campbell y Idler, (1980) al utilizar un anticuerpo anti-VTL, en un RIA
necesitaron emplear una cantidad mencs imporante de VTG plasmatica para
desplazar la VTL. En este sentido, también Mendoza ef &/, (;l993) engontraron que se
requeria una cantidad mayor de VTL, para el desplazamiento de la VTG al utilizar un
ELISA competitivo.

En los crustdceos, varios inmunoensayos han sido realizados utilizando
estandares preparados a partir de extractos de ovarics, mientras que la molécula que
se pretendia cuantificar era de ongen hemolinfatico. Es evidente la probabilidad de que
las constantes de asociacion (0 de discciacian) de los dos complejos serian diferentes
y relativamente elevadas en este caso. Esto viene a confirmar la importancia de
trabajar en un sistema homélogo, en el cual, el mismo antigeno sea utilizado para
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generar los anticuerpos ademas de su utilizacion como estandar y como competidor
(Nicoll, 1975; Maitre et al., 1985).

4.5.2.2.- Caracterizacion de la VTG y la VTL por sus grupos prostéticos

En una segunda etapa las moléculas de la VTG y la VTL se caracterizaron por
su naturaleza compleja de glicolipocarotenoproteinas, lo cual nos permitié
identificarlas coma las proteinas buscadas en el presente estudio. En efecto, los
extractos de ovario de crustacecs separados mediante filtracion en gel generalmente
presentan dos fracciones proteicas mayoritarias (Mendoza, 1992; Chang ef al,, 1993 a
y b; Pateraki y Stratakis, 1997), presentandose en el caso de P. clarkii un patrén similar
{Figura 4.8). Una caracteristica de la lipovitelina ovarica es la presencia de una fraccién
de naturaleza carctencica, la cual properciona una coloracién caracteristica para cada
gspecie, siendo en Homarus sp. de color verde (ovoverdina), en Callinectus sapidus
amarilla (crustoguina}, en Pagurus hemhardus morado (crustaxanina) y en Penaeus
monodon de colar verde gscurg (ovaverdina) (Quinitio ef al., 1990; Zagalazky &f al,
1990). Esta coloracion permite que estas moléculas puedan ser detectadas mediante
epectrafotometria, dentro de rangos de longitud de onda cercanos a 470 nm siendo
estos los que proporcionan |la mayor absarbancia (Fyffe y O'Connor, 1974, Zagalaski et
al, 1990; Chang et al., 1993a y b; Chang et al., 1996; Pateraski y Stratakis, 1997). En
¢l caso de los extractos de ovario maduro del acocil rojo, estos presentaban una
coloracion naranja caracteristica atribuible a la zeaxantina. Esta molécula que se
acumula en ef transcurso de la maduracion gonadal es €l producto de la oxidacidn de
la zeaxantina moncester de arigen hepatopancreatico que seria vehiculada por las
lipoproteinas en la hemolinfa (Vincent ef al.,, 1988). Por media de un barrido en el
espectrofotdmetro se logrd determinar que (8 mayor absorbancia se presentaba a una
longitud de onda de 466 nm (Figura 4.4). Considerando este valor, fue posible
identificar y separar solo aquellas fracciones prateicas (Figura 4.3), obtenidas despues
de la etapa preliminar de ultracentrifugacion. Este misma criterio fue utilizado para
separar una fase que presentaba una coloracién anaranjada por medio de filtraciéon en
gel correspondiente a una sola fraccion proteica con un volumen de elucion similar, y

con una absorbancia a 466 nm (Figura 4.6).
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Por otra parte, el complejo molecular que constituye tanto a la vitelogenina como
la lipovitelina implica la presencia de grupos prostéticos lipidicos. Esta es una de las
caracteristicas principales de estas moléculas ya que son las responsables del
transporte de diversas clases de lipidos y su translocacion al sistema circulatorio en los
animales (Hunerland y Bowers, 1989). La fraccidn lipidica llegan a representar del 9 %
en Pontamon ponfamios hasta un 35 % en Procambarus sp. (Fyffe y Q'Cconor, 1974,
Pateraki y Stratakis, 1997). Considerando esta caracteristica y aprovechandao la
afinidad del Negro Sudan B por los lipidos, esta fraccion lipidica pudo ser detectada
facimente, en la fraccion proteica obtenida de la filtracion en gel, asi como en la fase
con coloracion anaranjada de la ultracentrifugacion (Fig. 195).

De esta forma, al observar que en el cromatograma de |la fase anaranjada
(EOvD) de ultracentrifugacion se presentd un solo pico proteico similar a la fraccian del
extracto de ovario maduro con caracteristicas lipidicas y de carotenoide (Figura 4.7), se

considerd que estas fracciones carrespondian a la molécula de la vitelina ovarica.

Par otra parte, al tomar en cuenta que la VTL y VTG son moléculas no solo muy
similares, sino inmunoldgicamente indistinguibles, se asumid, a raiz de lo anterior, que
la presencia de una fraccidn con caracteristicas similares a las de la VTL en el

cromatograma de hemaolinfa de hembras maduras, correspondia a la VTG (Figura 4.7).

4.5.2.3.- Caracterizacion por el rol fisiologico de las moléculas

Finalmente, en una tercera etapa como una constatacion adicional, al analizar
de manera comparativa los cromatogramas de hemaolinfa de machos y de ovarios de
hembras impuberes se cbservd la ausencia de la fraccion lipocarotenoproteica referida
anteriormente (Figura 4.8), confirmando de esta forma que esta fraccion se presentaba
exclusivamente en hembras maduras. Por [0 cual, es posible considerar que esta
fraccion corresponde a la molécula de la vitelogenina plasmatica. Ya que tanto la VTG
como la VTL, son moléculas caracteristicas sola de las hembras y anicamente se
presentan en el estado reproductivo, marcande asi el inicio de la pubertad.

Otro aspecto que viene a aportar cierta validacién a la presente investigacion es

el hecho de que tanto la presencia como la abundancia de las moléculas de vitelina y
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vitelogenina esten relacionadas con el ciclo de muda, siendo observadas
principalmente en el estado de intermuda, al igual que en Rynchaocinetes typus (Mufoz
et al, 1990) Parateiphus hydromonous (Adiyodi, 198%) y en O. Gammarella (Meusy,
1980}

La ausencia de estados de maduracion avanzados durante la pre-muda y la
baja frecuencia observada durante la post-muda nos conducen a considerar la
existencia de un posible antagonismo entre estos dos fendmengs. De acuerdo a
AQUACOP, (1977) y Adiyodi, (1985) dicho antagonismo estaria causado por la
desincronizacion de las hormonas responsables de la muda y de la maduracion, entre
las maduraciones que se producirian aleatoriamente, sole aquellas que iniciaran en un
gstado de muda favorable llegarian a su termino, a condicion de que las reservas dei
hepatopancreas fueran suficientes. Esto viene a explicar los fendmenos de reabsorcion
del ovaric en aquellos gjemplares en estado de post-muda al sucitarse de forma
inminente el fendmeno de ecdisis. La racional de este argumento ha sido basada en el
deshalance energético producido por dos procesos cuya demanda energeética es muy
alta: crecimiento somatica y reproduccion.

La interaccion de las procesos de muda y maduracidn estaria también ilustrada
por una duracidon mas extendida del periodo de intermuda en el caso de las hembras
como lo sefiala Bizot-Espiard, (1980).

Ei protacolo de purificacion adaptado y el hecho de disponer la vitelogenina
nativa para la produccion de anticuerpos, son factores que sin duda alguna contribuira
a su especificidad, Contrariamente a otros estudios en donde los antiCuerpos han sido
generados a partir de extractos de ovario (Derelle ef a/,, 1986), o bien a partir de sub-
unidades de vitelina (Quackenkush, 1989).

A este respecto, ha sido demostrado, por una parte, que la desnaturalizacion de
los antigenos disminuye la inmunogenicidad con respecto a las formas nativas, como
consecuencia de una faita de anticuerpos contra los epitopes conformacionales y de
una pérdida posible de determinantes (Tijssen, 1985). De hecho, existe una relacion
entre la complejidad estructural y la aptitud para inducir una inmunologia (Maurer y
Callahan, 1980).
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Por otra parte, ha sido constatadg en el caso de los peces que [0S
imMmunoensayos deéarrollados para medir fragmentos proteoliticos pueden dar
rendimientos sabre-estimados o falsas determinaciones (Copeland y Thomas, 1988).
La causa de esta sobre-estimacion seria que al ser necesario un solo epitope del
antigeno para ser reconocido por el anticuerpo, las fracciones o metabolitos del
antigeno portadores del epitope, pudiergn ser reconocidas como la molécula entera
(Barbier, 1989).

4.5.2.4.- Corolario

La aportacion principal de este estudic es la disponibilidad de moléculas puras
1anto de origen plasmatico como ovarico, que seran utilizadas para generar anticuerpos
y establecer su cuantificacion, 10 cual es de gran importancia ya que la calidad de
cualguier inmungensayo reposa sobre |a pureza del antigeno (Oellerich, 1980; Kurstak,
1985), esto es un parametro capital en las etapas claves de la cuantificacion.
Primeramente, en el momento de la inmunizacion, |a pureza del antigeno es primardial
para evitar los riesgos de una respuesta inmunitaria hacia otras profeinas
contaminantes (Tijssen, 1985). En segundo t€ming, en & momento de la caltbracion
los estandares y competidores deben corresponder estrechamente a los antigenos que
se pretenden dosificar. Finalmente, en €l caso de los inmunocensayos en fase sodlida, la
fijacion de los antigenos a la superficie (e.g. pozos de placas ELISA) puede verse
mpedida por moléculas contaminantes que entren en campetencia con el antigena por
los sitios de fijacion dispanibles, enmascarando ocasionalmente los determinantes
antigénicos (Voller y Bidwell, 1986).

La utilidad practica del inmunoensayo que se pretende desarroilar con estas
moléculas radica en una evaluacién precisa y sensibie de los estadios de maduracion
de Procambarus clarkii sin llegar a sacrificar el animal y ofrece ademas la ventaja
adicional de ser de gran utilidad durante el sexado precoz de los individuos en los
nuevos sistemas de produccidn de larvas basados en la cgnstitucion de un lote de

repraductores generados a partir de organismos juveniles.
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4.6,- CONCLUSION

El protocolo utilizado para la purificacion de la VTL ovarica y la VTG

hemolinfatica resulto apropiado ya que se logro obtener un solo pico proteico, en
ambos casos.

Las proteinas obtenidas presentan caracteristicas bioquimicas correspondientes
ala de ofras VTG y VTL reportadas,

Estas proteinas son especificas de hembras en estado reproductiva, con lo que
se confirma que se trata de las proteinas que se pretendian aislar y purificar.
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APENDICE 1

Procedimiento para [a técnica de Hematoxilina de Harris y Eosina:

1. - Xilol 1 y Xilal 1, 5 minutos en cada uno
2. - Alcohol etilico absoluto, 3 minutos

3. - Alcahol etilico al 96 %, 3 minutos

4. - Alcohol etilico 80 %, 3 minutos

5. - Lavado en agua destilada

B. - Tincién en Hematoxilina de Harris durante 1 a 2 minutos
7. - Lavado en agua destilada nuevamente
8.- 10 a 11 inmersiones en agua acida

9. - Lavado en agua destilada

10. - 10 inmersiones en agua amoniacal
11. - Lavado en agua destilada

12. - Colorear con Eosina de 1 a 2 min.

13. - Alcohal etilica de 80, 96 y absoluto, con & inmersianes rapidas en cada uno.

14. - Xilal 1 y Xilot H, 5 min. en cada una.

15. -Montaje en resina.
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APENDICE 2

Procedimiento para la técnica de Acido Periodico-Reaccion de Schiff

1. - Desparafinizacion de los tejidos en Xilol durante 15 minutos. Bafios en alcohol
etilico de 100 a 70 % por espacic de 4, 3, 2 1/2 y 2 minutos respectivamente.

2. - Acido periddico (férmula alcohdlica) durante 2 1/2 horas.

3. - Lavado con alcohol al 90% durante § minutos.

4, - Hidratacién en agua rapidamente.

5. - Reactivo de Schiff durante 10 minutos.

8. - Soluciones de sulfito, realizando 3 cambios de 1 %2 a 2 minutos en cada uno.

7. - Lavado en agua corriente durante § minutos,

§. - Deshidratacion en alcohal etilico al 5% %2 minuto y 2 cambias en alcohol
etilico absoluto de 1 a 2 minutos cada uno.

9. - Aclarar en xileno (2 cambias).

10. - Montaje con Balsamo de Canada.
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APENDICE 3

Procedimiento para la técnica de Black Sudan B

1. - Fijacion del tejida en formalina al 10%, realizando 3 cambios cada 24 horas.
Conservacion en butanol para incluir postenormente gn parafina,
2. - Obtencion de cortes por duplicado, [os cuales se hidrataron en alcohol etilico

de 96 a 70% y agua durante 20 minutos en cada unoe.

3. - Dicromato de potasio de 60 a 90 minutos.

4. - Agua de la llave durante 10 minutos.

5. - Deshidratacion en alcoholes de 20, 40, 60 y 70%, 30 minutos en cada uno.
€. - Black Sudan B por un periodo de 14 haras.

7. - Lavado en alcohol etilico al 70% (rapidamente).

o

.- Rojo neutro durante un minuto.

[{a)

.- a) Lavar una laminilla en agua corriente de 5-1Q minutos.
b) Incluir 1a segunda laminilla en acetona durante 8 horas.
1Q. - Introducir rapidamente la primera laminilla en agua destilada y montar en
gelatina-glicerina.
11. - Retirar la segunda laminilia de la acetona, lavar rapidamente en agua
destilada y montar en gelatina-glicerina; comparar con la primera laminilla.
12. - Remover la gelatina-glicerina de fa segunda laminilla y repetir los pasos

del § al 10, omitiendo el paso 8.
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